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RESUMO

FRIZZARIN, R. M. Desenvolvimento de procedimentos analiticos em fluxo explorando
difusdo gasosa ou extragdo em ponto nuvem. Aplicagdo a amostras de interesse
agrondmico e ambiental. 2014. 164 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2014.

Procedimentos analiticos espectrofotométricos foram desenvolvidos empregando etapas de
separacdo e pré-concentracdo em sistemas de analises em fluxo com multi-impulsdo ou lab-in-
syringe, com aplicacdo a amostras de interesse agrondmico (ferro em materiais vegetais e
alimentos) e ambiental (cianeto dissocidvel em 4cidos, ferro e antimonio em d&guas). A
determinacdo de cianeto explorou a descoloracdo do complexo formado entre Cu(l) e acido 2-2'-
biquinolino-4,4"-dicarboxilico (BQA) pela presenca de CN’, apds a separac¢do de HCN por difusdo
gasosa. Espectrofotometria com longo caminho o6ptico foi empregada para aumentar a
sensibilidade, com resposta linear entre 5 e 200 pg L?, limite de deteccdo, coeficiente de
variagdo (n = 10) e frequéncia de amostragem de 2,0 ug LY, 1,5% e 22 h™", respectivamente. O
procedimento consumiu apenas 48 ng de Cu(ll), 5,0 ug de acido ascdrbico e 0,9 ng de BQA por
determinacdo e gerou 2,6 mL de efluente. Tiocianato, nitrito e sulfito ndo afetaram a
determinacdo de cianeto e peréxido de hidrogénio evitou a interferéncia de sulfeto até 200 pug L
! Os resultados para as amostras de dguas naturais foram concordantes com o procedimento
fluorimétrico em fluxo com 95% de confianca. Novas estratégias foram propostas para a
extracdo em ponto nuvem (EPN) em fluxo: (i) a fase rica em surfactante foi retida diretamente
na cela de fluxo, evitando a dilui¢do; (ii) microbombas solenoide foram exploradas para melhorar
a mistura e modular a vazdo na retencdo e remocdo da fase rica, evitando a eluicdo com
solvente organico e (iii) o calor liberado e os sais fornecidos por uma reacdo de neutralizagcdo em
linha foram explorados para inducdo do ponto nuvem, sem dispositivo externo de aguecimento.
Estas inovagGes foram demonstradas pela determinacdo espectrofotométrica de ferro baseada
no complexo com 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN). Resposta linear foi observada entre 10 e 200
ng L™, com limite de detecc¢do, coeficiente de variacdo e frequéncia de amostragem de 5 ng LY,
2,3% (n = 7) e 26 h™", respectivamente. O fator de enriquecimento foi de 8,9 com consumo
apenas de 6 ug de TAN e 390 pg de Triton X-114 por determinagdo. Os resultados para amostras
de aguas foram concordantes com o procedimento de referéncia e os obtidos para digeridos de
materiais de referéncia de alimentos concordaram com os valores certificados. A determinacao
espectrofotométrica de antimonio foi realizada explorando pela primeira vez a EPN em sistema
lab-in-syringe. O complexo iodeto e antiménio forma um par idnico com H', que pode ser
extraido com Triton X-114. Planejamento fatorial demonstrou que as concentra¢des de acido
ascorbico, H,SO, e Triton X-114, bem como as intera¢bes de segunda e de terceira ordem foram
significativas (95% de confianga). Planejamento Box-Behnken foi aplicado para a identificacdo
dos valores criticos. Robustez com 95% de confianga, resposta linear entre 5 e 50 ug L™, limite de
deteccao, coeficiente de variagdo (n = 5) e frequéncia de amostragem foram estimados em 1,8
ng L?, 1,6% e 16 h™, respectivamente. Os resultados para amostras de aguas naturais e
medicamentos anti-leishmaniose foram concordantes com os obtidos por espectrometria de
absorc¢do atébmica com geracdo de hidretos (HGFAAS) com 95% de confianca.

Palavras-chave: Andlises em fluxo. Extracdo em ponto nuvem. Difusdo gasosa.
Espectrofotometria com longo caminho 6ptico. Multi-impulsdo. Lab-in-syringe. Cianeto.
Antimonio.
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ABSTRACT

FRIZZARIN, R. M. Development of flow-based analytical procedures exploiting gas diffusion
or cloud point extraction. Application to agronomic and environmental samples. 2014.
164 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2014.

Spectrophotometric analytical procedures were developed by exploiting separation and
preconcentration steps in flow systems based on multi-pumping or lab-in-syringe approaches
with application to agronomic (iron in plant materials and food) and environmental samples
(acid dissociable cyanide, iron and antimony in waters). Cyanide determination exploited
bleaching of the Cu(l)/2,2’-biquinoline 4,4’-dicarboxylic acid (BCA) complex by the analyte, after
separation of HCN by gas diffusion. Long path length spectrophotometry was successfully
exploited to increase sensitivity, thus achieving a linear response from 5 to 200 ug LY, with
detection limit, coefficient of variation (n = 10) and sampling rate of 2 ug L*, 1.5% and 22 h'',
respectively. Each determination consumed 48 ng of Cu(ll), 5 pug of ascorbic acid and 0.9 ug of
BCA. As high as 100 mg L™ thiocyanate, nitrite or sulfite did not affect cyanide determination and
sample pretreatment with hydrogen peroxide avoided sulfide interference up to 200 ng L. The
procedure is environmentally friendly and presented one of the lowest detection limits
associated to high sampling rate. The results for freshwater samples agreed with those obtained
with the flow-based fluorimetric procedure at the 95% confidence level. Novel strategies were
proposed for on-line cloud point extraction (CPE): (i) the surfactant-rich phase was retained
directly into the flow cell to avoid dilution prior to detection; (ii) solenoid micro-pumps were
explored to improve mixing and for flow modulation in the retention and removal of the
surfactant-rich phase, thus avoiding the elution step with organic solvents and (iii) the heat
released and the salts provided by an on-line neutralization reaction were exploited to induce
cloud point without an external heating device. These approaches were demonstrated for the
spectrophotometric determination of iron based on complex formation with 1-(2-thiazolylazo)-2-
naphtol (TAN). A linear response was observed from 10 to 200 ug L, with detection limit,
coefficient of variation, and sampling rate of 5 g LY, 2.3% (n = 7) and 26 h™", respectively. The
enrichment factor was 8.9 and the procedure consumed only 6 pug of TAN and 390 ug of Triton
X-114 per determination. The results for freshwater samples agreed with the reference
procedure and those obtained for certified reference materials of food agreed with the certified
values. Spectrophotometric determination of antimony was performed for the first time
exploiting CPE in the lab-in-syringe system. The antimony/iodide complex forms an ion-pair with
H*, which can be extracted with Triton X-114. Factorial design showed that the concentrations of
ascorbic acid, H,SO, and Triton X-114, as well as the second and third order interactions were
significant (95% confidence). The Box-Behnken design was applied to identify the critical values.
The system is robust with 95% confidence and a linear response was observed from
5to 50 ug L™, with detection limit, coefficient of variation (n =5) and sampling rate of 1.8 ug LY,
1.6% and 16 h™, respectively. The results for water samples and antileishmanial drugs agreed
with those obtained by hydride generation atomic absorption spectrometry at the 95%
confidence level.

Keywords: Flow analysis. Cloud point extraction. Gas diffusion. Multi-pumping. Long path lenght
spectrophotometry. Lab-in-syringe. Cyanide. Antimony.
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ETV-ICP-MS: Espectrometria de massas com fonte de plasma acoplado indutivamente e vaporizacao
eletrotérmica

F: Fonte de radiacao
FA: Frequéncia de amostragem
FAAS: Espectrometria de absor¢ao atbmica com chama

FI-ETV-ICPOES: Sistema de anadlises em fluxo com espectrometria de emissdo dptica com atomizagdo
eletrotérmica e fonte de plasma acoplado indutivamente

FC: Fator de concentragdo

FE: Fator de enriquecimento

FA: Andlises em fluxo

FIA: Andlises por injecdo em fluxo

FRS: Fase Rica em Surfactante

GF AAS: Espectrometria de absorgcao atomica com forno de grafite
gl: Graus de liberdade

HG-AAS: Absorg¢do atémica com geracgdo de hidretos

HPA: Hidrocarboneto policiclico aromatico

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High Performance Liquid Cromatography)
IC: Indice de consumo

ICP OES: Espectrometria de emissdo dtica com plasma acoplado indutivamente
K: Constante de formagao de complexo

LCW: Celas com guias de onda (do inglés liquid —core waveguide)
LD: Limite de detecgdo

LED: Diodo emissor de luz (do inglés Light Emitting Diode)

M: Membrana polimérica

MCFA: Sistemas de andlises em fluxo com multicomutacdo

MPFS: Sistema de analises em fluxo com multi-impulsdo

MQ: Média quadratica

MSFIA: Sistemas de andlise em fluxo com multi-seringa

MWCNT: Nanotubos revestidos de carbono



OMS: Organizag¢ao Mundial da Saude

p = Nivel de probabilidade

PEEK: Poliéter-éter-cetona

PEG: Polietilenoglicol

P;: Microbombas solenoide

PTFE: Politetrafluoretileno

PUF: Espuma de poliuretano

Q: Termo quadratico

Rex: Média das respostas obtidas a partir dos experimentos
Ri: SolugGes dos reagentes

Rpc: Média das respostas obtidas para o ponto central

S: Bomba tipo seringa

SDS: dodecil sulfato de sédio (do inglés sodium dodecyl! sulfate)
SL: Solucdo de limpeza

SFA: Sistemas de andlises em fluxo segmentado

SIA: Sistemas de andlises por inje¢do sequencial

SQ: Soma quadratica

TAN: 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol

Triton X-100: Polioxietileno (9-10) t-octil fenol

Triton X-114: Polioxietileno (7-8) t-octil fenol

UDG: Unidade de difusdo gasosa

USEPA: Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (do inglés United States Environmental

Protection Agency)

V: Valvula solenoide
Va: Volume de amostra

VS: Vélvula seletora de 8 vias
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1. INTRODUCAO

1.1. Analises por injecao em fluxo

A analise por injecao em fluxo, como proposta em 1975, era baseada na inser¢do da
amostra, com uma seringa hipodérmica, em fluxo continuo em linha Unica. A amostra
passava por transformacdes quimicas e/ou fisicas durante o transporte até o sistema de
deteccdo [1]. A primeira modificacdo deste sistema foi a adaptacdao de confluéncias que
permitiram inserir diferentes reagentes na zona de amostra, sem que a mistura fosse
dependente da dispersdo. Posteriormente, injetores proporcionais e valvulas rotatdrias
foram empregados em substituicdo as seringas, melhorando a reprodutibilidade na insercao

da amostra e tornando este processo independente da habilidade do operador.

De forma geral, os sistemas de andlises em fluxo utilizam um propulsor para as
solucdes (reagentes e amostra), tubula¢des para conduc¢do dos fluidos, mistura e reacdo e
um sistema de deteccdo. O espaco que a amostra ird percorrer dentro da tubulacdo é
denominado percurso analitico [2]. Para a propulsdo das solu¢cdes, podem ser empregadas
bombas peristélticas, microbombas solenoide e mddulos de seringas, sendo que a bomba
peristaltica é a mais usual em virtude da robustez. Para o bom desempenho dos sistemas, a
bomba necessita de torque suficiente para garantir vazdo constante. Outra possibilidade é
explorar a acdo da gravidade, contudo o comprimento do percurso analitico, o diametro da
tubulacdo e a viscosidade das solucbes podem afetar a vazdao dos fluidos e,

consequentemente, diminuir a versatilidade dos sistemas [2].

O procedimento analitico em um sistema em fluxo pode envolver diversos passos
desde a injecdo da amostra no fluxo transportador até a obtencdo do sinal analitico, por
exemplo, pré-tratamento da amostra, misturas de reagentes, derivacdo quimica e separacao
de fases. A regido em que se encontra a fracdo da amostra e que passa pelas diferentes

etapas do processo analitico € denominada zona de amostra [3].

A aliquota injetada no fluxo transportador pode ser definida em funcdo do volume da
amostra ou do tempo de amostragem [4], sem segmentacdo para a separacdo das zonas de
amostra entre cada inje¢ao. Quando a amostra é selecionada em fungao do volume,
usualmente sdo utilizadas valvulas rotatdrias de 6 vias [5] ou injetores proporcionais [2].

Para a insergdao da amostra em fungdo do tempo, vdlvulas solenoide (ou valvulas rotatdrias
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de 8 vias) sdo normalmente empregadas. Reatores poliméricos sdo usualmente empregados
em configuracdo helicoidal. O comprimento e o diametro da tubulagao, juntamente com a
vazao, definem o tempo de residéncia da amostra e afetam a frequéncia de amostragem, as
condi¢cdes de mistura e a extensdao da dispersdo [2,5]. O tempo de residéncia deve ser
determinado em funcdo da velocidade das reacdGes e, em casos de reacles lentas, a
diminuicdo da vazao ou a parada de fluxo podem ser utilizadas, sendo esta Ultima estratégia
usualmente empregada para evitar a dispersdo excessiva, e, consequentemente, a redugao
do sinal analitico e prejuizo a frequéncia de amostragem. Em caso de dificuldade de mistura,
reatores preenchidos com esferas de vidro ou poliméricas também podem ser utilizados.
Entre as técnicas de deteccdo podem ser empregadas a espectrofotometria [6], fluorimetria

[7], absor¢do ou emissdao atdmica [8], potenciometria [9] entre outras [10-12].

O transporte da amostra em fluxo ndo segmentado ocasiona dispersao nas interfaces
[2]. Por este motivo, a regido central da zona de amostra é aquela com maior concentracdo e
as extremidades contém um minimo de concentracado de analito devido as interacées com a
solucdo transportadora. O processo é causado por convecgao e difusdo (radial e axial), sendo
dependente do volume de amostra e comprimento do reator e, em menor extensdo, da
vazdo total e o tipo do fluxo (pulsado ou continuo) [13]. Desta forma, as dimensdes da alca
de amostragem e do percurso analitico podem ser variadas para a diluicdo da amostra por
dispersao controlada. Entretanto, especialmente o comprimento do percurso analitico pode

afetar criticamente a frequéncia de amostragem.

Além dos sistemas em linha Unica e em confluéncia, outras configuracdes podem ser
empregadas, como por exemplo, zonas coalescentes, sistemas com reamostragem ou
sistemas em fluxo segmentado. Os sistemas com zonas coalescentes (merging zones) sao
configurados para inserir simultaneamente a amostra e o reagente em um mesmo fluido ou
em fluidos transportadores independentes. Quando utilizados transportadores
independentes, a interacdo das duas solugdes ocorre da mesma forma que em sistemas em

confluéncia, porém o reagente ndao é bombeado continuamente, minimizando o consumo

[2].
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Nos sistemas com reamostragem (zone sampling), uma fracdo da zona de amostra
dispersa é selecionada e inserida em outro fluxo transportador para uma etapa adicional de
dispersdo. Esta alternativa é normalmente empregada quando a amostra é muito
concentrada [14], permitindo alcancar diluicbes de até 2000 vezes. Com um injetor
temporizado, o controle preciso do tempo permite a selecdo de qualquer fracdo da zona de

amostra dispersa.

Os sistemas em fluxo segmentado exploram a insercdo de uma fase gasosa nos
extremos da zona de amostra. Esta estratégia pode ser explorada como recurso para evitar a
dispersdao, melhorar a homogeneizacdo entre amostra e reagente devido a conveccado e
permitir longos tempos de residéncia com minimo risco de intercontaminagdo entre
amostras [5]. Uma aliquota de solucdo de limpeza é periodicamente inserida para a remocgao

dos residuos de amostra remanescentes nas paredes da tubulagao.

Uma caracteristica importante dos sistemas de andlises em fluxo é que tanto a
amostra, quanto as solucbes de referéncia sdao processadas em condi¢cdes altamente
reprodutiveis, incluindo a temporizacdo. Com isto, as medidas podem ser realizadas antes
das reacgbes atingirem o equilibrio quimico, sendo possivel aumentar a frequéncia de
amostragem e a exploracdo de aspectos cinéticos. Além disso, os aspectos fisicos (tempo de
residéncia e dispersdo de amostra), e quimicos (pH, temperatura, derivacdes quimicas,
cinética de reacdo etc) também podem ser controlados a fim de atingir melhores respostas

analiticas [15].

Uma vantagem dos sistemas de analises em fluxo é a possibilidade de realizacdo de
etapas de preparo de amostra em linha (e.g. extracdo liquido-liquido, extracdo em fase
sélida, difusdo gasosa e didlise), o que os torna mais atrativos e versateis [16]. Além disso, o
ambiente totalmente fechado evita a contaminac¢do das amostras e do operador, no caso da
utilizacio de reagentes téxicos [17]. E também interessante a possibilidade de explorar

reagentes e produtos instaveis, incluindo suspensoes.

De modo geral, a evolucdo dos sistemas em fluxo é dividida em duas geracbes. Na
primeira, os sistemas eram basicamente de andlises em fluxo segmentado (SFA) e de injecdo
em fluxo (FIA). Posteriormente, surgiram a analise por injecdo sequencial (SIA), andlise em

fluxo com multicomutacdo (MCFA) ou analise em fluxo com multi-seringa (MSFIA),
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controlados por microcomputadores [5]. As modalidades pertinentes a esta Tese serdo

detalhadas nos itens seguintes.

1.1.1. Sistemas de andlises em fluxo com multicomutag¢do

Os sistemas de andlises em fluxo com multicomutacdo empregam diversos
dispositivos comutadores, que possibilitam o gerenciamento independente das solugdes e
alteracdo da configuracdo do modulo de andlises. As valvulas solenoide de trés vias foram os
primeiros dispositivos empregados para explorar a multicomutacao [18]. Estas valvulas
funcionam como um interruptor composto por uma entrada de solucdo e duas vias de saida
(ou duas entradas e uma saida) que permitem direcionar o fluxo [19]. Estes dispositivos sao
controlados por microcomputador e permitem realizar diferentes etapas do processo
analitico. Estes sistemas podem ser incorporados em qualquer das técnicas em fluxo
existentes, oferecendo grande versatilidade aos procedimentos desenvolvidos, economia de
reagentes por inserir solu¢des apenas quando requeridas e reducdao das dimensdes dos

sistemas [13,18,20].

Em algumas configuragdes de sistemas com multicomutacdo, as solugdes sao
aspiradas através de uma Unica via, mediante uma bomba peristaltica, localizada apds a cela
de medida. Para a formacgao do ciclo de amostragem, cada valvula solenoide gerencia uma
solucdo (amostra ou reagentes) e permite a insercdo sequencial das aliquotas em um
processo denominado amostragem bindria. Neste caso, a pressao interna no médulo de
analises é sempre menor que a externa, o que pode provocar a formacdo de bolhas
indesejadas [21]. Em outra configuracdo, as solu¢Ges sdo bombeadas minimizando a geracao
de bolhas devido a pressdao maior que a externa [21]. Neste caso, é necessdrio um tubo de
propulsdo para cada solucdo. O acionamento das valvulas permite a insercdo das aliquotas
ou a recirculacdo das solugdes. Esta configuracdo possibilita a injecdo das solu¢des tanto por

amostragem bindria quanto por zonas coalescentes [16].

O primeiro trabalho que explorou as potencialidades da multicomutacdo,
apresentado em 1994, foi aplicado a determinacdo de ferro em digeridos de materiais

vegetais [18]. Aliquotas de 2 pL de amostra e reagentes foram sequencialmente inseridas no
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percurso analitico por vdlvulas solenoide, controladas por um computador. O contato entre
as aliquotas favoreceu a mistura de amostra e reagentes, durante a amostragem, devido a
dispersdo. A aspiracdo dos fluidos possibilitou o emprego de um dnico canal de

bombeamento, alcangando frequéncia de amostragem de 220 ht.

1.1.2. Sistemas de andlises em fluxo com multi-impulsdo

O emprego de microbombas solenoide consistiu em uma importante inovacdo em
sistemas de analises em fluxo com multicomutagdo. Estes dispositivos podem ser usados
tanto para propulsao de fluidos, quanto para a insercdo de amostras e reagentes e facilitam
a manipulacdo discreta de aliquotas de solugdes, dispensando com precisdo volumes da
ordem de microlitros [4]. A maior transferéncia de massa radial, devido ao fluxo pulsado
inerente a estes dispositivos, proporciona melhores condi¢cdes de mistura e possibilita
diminuir as dimensdes dos reatores, com consequéncias sobre a dispersdo da amostra e
frequéncia de amostragem. Além disso, observa-se também uma transferéncia de calor mais
eficiente na zona de amostra. Estes fatores favorecem especialmente o desenvolvimento de
reacdes [22]. Assim como nos sistemas com multicomutacdo um maior nimero de interfaces

amostra/reagente pode ser gerado, incrementando a sensibilidade do procedimento [23].

Uma microbomba solenoide é composta por uma mola, uma haste metalica envolta
por um solenoide e um diafragma. Todo o conteddo da microbomba é envolto em material
metalico resistente aos impactos. O funcionamento das microbombas solenoide é baseado
na movimentacao do diafragma flexivel. Para a entrada de solugdo, uma corrente elétrica
atravessa o solenoide, gerando um campo magnético que desloca a haste metalica que
comprime a mola posicionada na parte superior, provocando o deslocamento do diafragma
e diminuindo a pressdo no interior da bomba. Esta diferenca de pressao forca a entrada de
uma aliquota de solucdo de volume igual aquele da cavidade da microbomba, através da
valvula de entrada. Quando cessa a corrente pelo solenoide, a mola empurra a haste
metalica para baixo, fazendo o diafragma retornar a posicao original. Esta acdo dispensa o
liquido do interior da microbomba através da valvula de saida, uma vez que a valvula de
entrada encontra-se fechada [24]. As valvulas de entrada e saida sdo unidirecionais e

blogueiam a passagem do liquido em sentido oposto a dire¢do inicial [25]. Desta forma,
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microvolumes discretos sdo dispensados, sendo a frequéncia de pulsacdo (que deve ser
inferior a 5 Hz para garantir a reprodutibilidade) controlada por computador. Esta é uma

alternativa interessante para alterar a vazao e implementar parada de fluxo [24].

Uma vantagem das microbombas solenoide em relacdo as bombas peristalticas é que
ndo é necessdria a substituicdo periédica dos tubos de propulsdo [4]. As microbombas
solenoide, além de consumirem menos energia, sao de baixo custo e possibilitam reduzir as

dimensdes do mddulo de andlises, sendo adequadas a andlises em campo [26].

Uma comparacdo entre um sistema FIA com bomba peristaltica e outro com multi-
impulsdo foi realizada com aplicacdo a determinagao de nitrito em agua de mar. As figuras
de mérito para o sistema com multi-impulsdo (limite de detec¢ao < 0,1 umol L™ NO?Z,
coeficiente de variagao < 1% e 60 h') foram melhores que com o sistema com bomba
peristaltica. Apesar do fluxo pulsado causar distorcdo no perfil dos sinais, este efeito foi
corrigido empregando um reator de maior comprimento (1 m) para melhorar a mistura das

solucodes [27].

Sistemas de analises em fluxo com multi-impulsao tém sido utilizados especialmente
com deteccdo espectrofotométrica [20,28] e, em menor extensdo, fluorimétrica [29].
Medidas turbidimétricas também podem ser realizadas nestes sistemas, com vantagens em
relagao a propulsao com bombas peristalticas no tocante a deposigdo de sélidos e efeitos de
memodria [30]. Esta caracteristica foi explorada para a determinagdo de sulfato em aguas,
empregando cela de fluxo de 100 cm para aumento da sensibilidade [30]. A determinagado foi
baseada na rea¢do de precipitacdo com ions bario e o fluxo pulsado proporcionado pelas
microbombas solenoide foi explorado para melhorar as condi¢cdes de mistura, minimizar o

consumo de reagentes e a de geracdo de efluentes.
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1.1.3. Sistemas lab-in-syringe

Os sistemas de analises em fluxo com multi-seringa (MSFIA) foram propostos por
Cerda et al. [31] empregando bombas tipo seringa como propulsores de solugdes. Um motor
é empregado para movimentar uma barra metdlica que, ao deslizar, preenche os émbolos
de até 4 seringas com solugdes. Na parte superior de cada seringa esta acoplada uma valvula
solenoide para desviar o fluxo, sem necessariamente parar a seringa. O fluxo gerado é
semelhante ao obtido com as bombas peristalticas, porém caracterizado por menor
pulsacdo e permitindo a selecdo de menores volumes com alta precisdo. Assim como nos
sistemas com multicomutacdo e multi-impulsdo, é possivel economizar reagentes uma vez
que as solugdes sdo inseridas apenas quando necessdrias. Um microcomputador controla
todos os dispositivos, especialmente nas etapas de insercdo e transporte de solucdes [32].
Caracteristicas importantes dos sistemas de andlises em fluxo com multi-seringa sdo a
robustez devida a auséncia de tubos de bombeamento, a manipulacdo segura de solventes
agressivos e a possibilidade de realizar opera¢des em confluéncia ao compreender até 4

canais para insergao de fluidos.

Dispositivos adicionais como valvulas solenoide, de inje¢ao, seletora ou microbombas
solenoide podem ser acopladas aos sistemas MSFIA gerando sistemas mais complexos e com
melhor desempenho analitico uma vez que permitem operacdes diversas (e.g. pré-
concentracdo, separacdo do analito e derivacdo quimica). Quando se utiliza apenas uma
seringa como sistema de impulsdo, acoplado a uma valvula seletora, a amostra e os
reagentes somente podem ser aspirados sequencialmente (sistemas SIA) [33]. Neste caso, a
mistura das solugdes e as outras etapas do ciclo de amostragem geralmente ocorrem em

reatores helicoidais.

O sistema lab-in-syringe foi desenvolvido a partir dos equipamentos utilizados nos
sistemas de analises em fluxo com multi-seringa [34]. Assim sendo, o mesmo madulo
propulsor é empregado, contudo apenas 1 seringa é requerida. Neste caso, a seringa é usada
como recipiente para manipulacdo das solu¢cdes e solventes, para conduzir reacdes,
extracdes ou separagdes liquido-liquido ou gds-liquido. Como estas etapas do processo
analitico sdo realizadas em um sistema fechado, evita-se a contaminacdo da amostra e

minimiza-se os riscos ao analista. As outras seringas do médulo podem ser utilizadas para
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operacdes adicionais quando a derivacdo quimica é necessdria [35]. O mddulo de andlises é
composto por uma seringa, valvulas solenoide, valvula seletora e sistema de detec¢ao, como
mostrado na Figura 1.1. A seringa e a cela de fluxo sdo acopladas a valvula seletora e, para o
transporte das solugdes, tubos e conectores s3ao empregados. Como alternativa para
deteccdo espectrofotométrica ou fluorimétrica, o sistema de deteccdo (fonte de radiacdo e
detector) pode ser posicionado diretamente na seringa (Figura 1.1-F e D). Para esta

configuracdo, cabos de fibra éptica podem ser utilizados para o transporte da radiacao [35].

VS

\Y/

Figura 1.1 - Representacdo esquematica do sistema lab-in-syringe. S: bomba tipo seringa; F: fonte de
radiacdo; D: sistema de deteccdo; V: valvula solenoide; VS: valvula seletora, a qual diferentes
solucgdes e dispositivos (e.g. reator e cela de fluxos) podem ser acoplados. Adaptada da Referéncia 35

Os sistemas lab-in-syringe permitem a selecdo precisa dos volumes e englobam todas
as vantagens dos sistemas de injecdo sequencial. Contudo, maiores volumes podem ser
empregados devido as melhores condi¢des de mistura tal como nos sistemas em fluxo-
batelada [36, 37]. A bomba tipo seringa permite que um fluxo bidirecional descontinuo seja

obtido, diferente do proporcionado pelas bombas peristalticas.

A primeira aplicacdo de sistemas lab-in-syringe foi para a micro-extracdo liquido-
liguido dispersiva (DLLME) [38], que consiste na rapida injecdo de uma mistura de dois
solventes (extrator + dispersor) em uma solucdo aquosa de amostra. A mistura turva que se

forma contém goticulas que potencializam a extragdo, uma vez que o solvente encontra-se
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totalmente disperso na fase aquosa, ampliando a area superficial para a transferéncia de
fases [39]. Todas as etapas da DLLME podem ser desenvolvidas com os sistemas lab-in-
syringe [40], evitando os inconvenientes da extracdo liquido-liquido convencional, que

emprega elevadas quantidades de solventes organicos, na maioria toxicos.

Como exemplo da DLLME automatizada nos sistemas lab-in-syringe, pode ser citada a
determinagdo de cobre em Aaguas naturais (mineral, rio, poco e subterraneas). Nesta
proposta, o complexante batocuproina foi adicionado a fase organica (menos densa que a
agua). A dispersdo da fase extratora foi realizada por aspiragdo das fases para o interior da
seringa em alta vazdo. Apds a coalescéncia das goticulas de solvente na parte superior da
seringa, a fase organica foi conduzida para uma cela de longo caminho éptico, constituida
por um guia de ondas, para deteccdo espectrofotométrica. A determinacdo de cobre foi
realizada em menos de 4 min, com recuperacdao quantitativa do analito [40]. Em outra
aplicacdo, a inovagdo consistiu na agitacdo mecanica da amostra com o extrator, utilizando
uma barra magnética no interior da seringa, para evitar o emprego de um solvente
dispersor. A proposta foi aplicada a determinacao de surfactantes anidnicos em aguas
(lagoa, torneira, subterraneas e residuais) baseada no método do azul de metileno. Neste
caso, como o cloroférmio, utilizado como solvente extrator, € mais denso que a agua, o
mesmo ficou acumulado na parte inferior da seringa. Portanto, a seringa foi usada na
posicdo invertida (i.e. com o émbolo na parte superior) para facilitar a remocdo do solvente.
Em comparagdo com o procedimento em batelada, o consumo de cloroférmio foi reduzido

em 250 vezes. O tempo requerido para cada determinacao foi de ca. 6 min [41].

Além das aplicacGes a DLLME, outra aplicacdo explorou uma etapa de separag¢do gas-
liguido (sem membrana) para a determinac¢do de mercurio por espectrometria de absorcao
atdmica através da geracdo de vapor a frio [42]. A seringa foi utilizada como recipiente para
manipulacdo das solucBes (amostra e agente redutor SnCl,) e a zona de amostra foi
transferida através da valvula seletora para um separador gas-liquido, posicionado na parte
superior do mdédulo de analises. Os vapores de mercurio foram entdo direcionados ao
sistema de deteccdo (AAS) por um gas de arraste (argbnio). O sistema completamente
fechado foi eficiente para coletar as espécies volateis formadas na seringa, alcancando limite

de detecgdo de 0,03 ug L™ faixa de resposta linear entre 0,08 a 10,0 ng L™ e frequéncia de
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amostragem de 27 h', consumindo apenas 3 mL de amostra. Os autores também

destacaram o potencial para acoplamento a uma unidade de gerag¢ao de hidretos.

1.2. Técnicas de Separagao

Métodos de separagdo e pré-concentragao tém sido frequentemente utilizados em
Quimica Analitica a fim de melhorar a seletividade e a sensibilidade dos procedimentos
viabilizando a determinacdo de espécies em baixas concentracdes em matrizes complexas.
Alternativas usuais para esta finalidade sdo co-precipitacdo [43], deposicdo eletroquimica
[44], troca ibnica [45] e extrac¢des liquido-liquido [46] ou sdlido-liquido [47]. Em alguns casos,
os procedimentos podem ser morosos e tediosos, bem como envolver varias etapas. Perdas
das espécies de interesse durante o processo e riscos de contaminac¢des também s3do usuais
[48]. Alternativamente, procedimentos de extracdo ou de micro-extracdo automatizados
superam essas desvantagens e podem ser consideradas alternativas mais limpas [34, 35, 38,
40, 41]. A seguir, é apresentada uma discussao sobre os principais processos de separagao

em sistemas de andalises em fluxo.

1.2.1. Extragdo liquido-liquido

Dentre as técnicas de extracdo/separacdo, a extra¢do liquido-liquido (ELL) é
amplamente difundida em razdo da simplicidade de execucdo e emprego de vidrarias
existentes na maioria dos laboratérios quimicos. A particdo do analito entre as fases
organica e aquosa é o fundamento desta técnica, sendo possivel separar a espécie de
interesse de seus interferentes. Adicionalmente, altos fatores de enriquecimento dos
analitos podem ser obtidos empregando elevada razdao volumétrica entre amostra e o
solvente extrator. A ampla aplicabilidade da ELL também se deve a possibilidade de extrair

espécies com caracteristicas distintas pela alteracao da polaridade do solvente extrator.

Em geral, as etapas necessdrias para a ELL sdo: (i) adicdo de solvente a amostra em
recipiente apropriado para separacdo das fases imisciveis, (ii) agitacdo (manual ou mecanica)

para aumentar o contato entre as fases a fim de aumentar a eficiéncia de extragao, (iii)
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periodo de repouso para promover a separacdo das fases e (iv) isolamento das fases
organica e aquosa. Entretanto, as etapas de extragao realizadas manualmente sao morosas e
podem ser prejudiciais ao analista devido a exposicdo a solventes organicos, muitas vezes
toxicos e/ou inflamaveis. Além disso, a fim de aumentar a eficiéncia de extragdo, varias
repeticdes sdo requeridas, tornando o procedimento moroso e gerando um grande volume
de efluentes. Apesar da ELL empregar solventes organicos em larga escala contrariando os
preceitos da Quimica Limpa [49], encontra-se aplicagcdes recentes, como um procedimento
em batelada para a extracdo de lipidios de amostras de lodo de esgoto [50], visando
aproveitamento para a produgdo de biodiesel. O procedimento para 200 mL de lodo
empregou 400 mL de hexano como solvente extrator, com evaporacdo do solvente em
seguida, sendo observados fatores de recuperagdo superiores aos obtidos pelo método

oficial, empregando menos etapas de extracao.

A automatizacdo das etapas de extracdo, utilizando sistemas de analises em fluxo,
permite contornar os inconvenientes dos procedimentos em batelada. A reducdo de erros
sistematicos e do consumo de solventes, a menor exposi¢cdao do analista a vapores tdxicos, a
melhoria de precisdo e aumento da frequéncia de amostragem sdo aspectos atrativos. Além
disso, a extracao ndo necessita ser quantitativa, devido as condi¢cGes operacionais altamente

reprodutiveis [51] e, portanto, somente uma etapa de extracao é requerida.

Em geral, na extracdo (ou microextracao) liquido-liquido em fluxo, aliquotas do
solvente organico e da amostra sao inseridas alternadamente e a transferéncia de massas
ocorre nas interfaces entre os segmentos, durante o transporte através do percurso analitico
[51]. Previamente a deteccdo, os segmentos devem ser reagrupados empregando um
separador de fases [5]. Esta etapa tem sido o principal entrave da aplicacdo da ELL nos
sistemas em fluxo e muitos esforcos tém sido despendidos para contornar este
inconveniente, apesar dos diferentes segmentadores e separados desenvolvidos. Outros
inconvenientes sao a baixa resisténcia dos tubos aos solventes organicos e a baixa eficiéncia

do processo de extracdo, devido a limitada interface de contato [52].

Recentemente, procedimentos para micro-extracdo liquido-liquido em fluxo, sem a
separacdo de fases, foram propostos para a determinacao do anti-hipertensivo diltiazem

[51], de surfactantes ani6nicos [53] em aguas e de indice de iodo em biodiesel [54]. Nestes
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trabalhos, a multicomutacdo empregando valvulas solenoide foi explorada para o processo
de extracdo do analito. A zona de amostra foi conduzida por um tubo de vidro que consistia
na cela de deteccdo. Dessa forma, o sinal analitico foi registrado sem necessitar de
separagao das fases (organica e aquosa). Outra forma de automatizar a extragdo liquido-
liguido sem utilizar a separacdo de fases é com os sistemas lab-in-syringe. Como
mencionado anteriormente, estes sistemas permitem realizar todos os processos de
extracdo dentro da seringa, além de procedimentos adicionais como alteracdo de pH e
adicOes de padrdo. Nestes casos, depois da coalescéncia da fase organica, todo o volume de
amostra é conduzido ao sistema de detecgdo, sem separacao das fases, para obtencdo do
sinal analitico. Como exemplo, estes sistemas foram aplicados para a extracdo de cobre [40],

surfactantes [41], aluminio [55] e cromo [56] em dguas.

1.2.2. ExtragGo em ponto nuvem

A extracdo em ponto nuvem (EPN) é uma alternativa atraente a ELL convencional por
substituir os solventes organicos por surfactantes no processo de extracdo. A EPN foi
empregada pela primeira vez em 1978 para a pré-concentracado de Zn(ll), apds a formacao

de complexo com 1-(2-piridilazo)-2-naftol [57].

Os surfactantes (termo originado da expressdao em inglés surface-active agent) sao
moléculas orgéanicas que apresentam a propriedade de diminuir a tensao superficial do meio
em que estdo dissolvidos [58]. Por esta razdao, sdao também denominados tensoativos. As
moléculas apresentam caracteristica anfifilica (i.e. contém regides hidrofilica e hidrofébica) e
estrutura do tipo R-X, em que R refere-se a uma cadeia de hidrocarboneto (linear, ramificada
ou contendo anéis aromaticos) e X representa um grupo polar ou iénico [59]. Abaixo da
concentracdo micelar critica (CMC), em solugGes aquosas, os surfactantes encontram-se
predominantemente na forma de monémeros nao associados. Quando em concentracao
acima da CMC ocorre um agrupamento espontaneo formando os agregados de surfactantes
ou agregados micelares. Estes sistemas se encontram em equilibrio dindmico com os
mondémeros em solucdo, reversiveis por diluicdo [60]. Na Tabela 1.1 sdo apresentados os

surfactantes mais comumente usados em aplicacdes analiticas.
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Tabela 1.1. Surfactantes mais empregados em Quimica Analitica. Adaptado da referéncia 59

Tipo Agente tensoativo
Brometo de cetiltrimetil amonio (CTAB)
Catidnicos Brometo de dodeciltrimetil amoénio (DTAB)

Cloreto de cetilpiridinio (CPC)

Dodecil sulfato de sddio (SDS)
Anionicos Bis(2-etilhexil) sulfossuccinato de sédio (Aerossol OT)
Dihexadecil fosfato (DHF)

Polioxietileno (9-10) t-octil fenol (Triton X-100)
N3o ibnicos Polioxietileno (7-8) t-octil fenol (Triton X-114)
Polioxietileno (23) dodecanol (brij)

3-(dodecildimetil amonio) propano 1-sulfato (SB-12)
4-(dodecildimetil amo6nio) butirato (DAB)

Anfoteros

Na extracdo em ponto nuvem ocorre a separacdo de espécies hidrofébicas, que
ficaram envolvidas no interior das micelas de surfactantes nao iénicos [61]. A separacao de
fases ocorre por aquecimento ou adicdao de sais e formam-se duas fases, uma de maior
volume, contendo concentracdo de surfactante préxima a CMC e uma fase rica em
surfactante, contendo as espécies extraidas. Nos procedimentos em batelada, usualmente,
uma etapa de centrifugacdo é empregada para acelerar a separacao das fases [58]. Para a
extracdo de metais, geralmente é necessdria a formacdo prévia de um complexo
hidrofdbico. Desta forma, fatores como constante de formacdo do complexo e velocidade da

reacao também devem ser considerados [58,61].

As etapas envolvidas na extracdo em ponto nuvem em batelada incluem: (i) adicdo
de surfactante a solucdo agquosa em concentracdo acima da CMC; (ii) separacdo de fases
devido ao aquecimento em temperatura acima da necessaria para a formacdao do ponto

nuvem (ou inducdo do ponto nuvem pela adicdo de sais); (iii) centrifugacdo para acelerar a
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separacdo das fases e (iv) isolamento da fase rica em surfactante (FRS), usualmente com

diluicdo para a redugdo de viscosidade antes da medida.

Para o emprego da EPN deve-se levar em consideragao (i) as propriedades fisico-
guimicas da amostra, (ii) a hidrofobicidade do produto formado com a espécie de interesse
(e.g. extracdo de metais [62- 64] ou espécies organicas [58,62,65]) e (iii) o tipo de
surfactante (e.g. ponto nuvem em temperatura que nao afete a estabilidade da espécie de
interesse [58,62,66 -68]). Outros parametros como pH, concentracdo de surfactante, forca
ibnica e tempos de incubagdo, aquecimento e centrifugacdo também podem afetar a

eficiéncia da extracdo [69].

Alguns parametros permitem a avaliacdo da eficiéncia da extracdo e a comparacao
entre procedimentos [70]. O fator de concentracao (FC) é definido como a razdo entre os
volumes das fases rica e aquosa, assumindo que houve transferéncia quantitativa do analito
para a fase micelar [61]. Este parametro difere do fator de enriquecimento (FE) que é
definido pela razao dos coeficientes angulares das curvas de calibragao obtidas na presencga
e na auséncia de surfactante, obtidas nas mesmas condig¢des [70]. O FE leva em consideracao
outros fatores que causam aumento de sinal analitico, além do efeito da pré-concentracao
como, por exemplo, o aumento do sinal analitico em espectrometria de absor¢dao atomica
com chama (FAAS) pela presenca de solvente na nebulizacdo [70]. Este parametro tem sido
utilizado com frequéncia em sistemas de analises em fluxo e, em alguns trabalhos, tem sido

denominado Fator de Concentra¢ao Aparente [71].

As vantagens da EPN incluem elevada eficiéncia de extracdo [72], sendo pequenas
guantidades de surfactante requeridas para extracdo com elevados volumes de amostra e
baixa toxicidade e inflamabilidade do surfactante, sendo aplicaveis a varias técnicas de
deteccdo (e.g. espectrofotometria UV-vis [73], fluorimetria [74], FAAS [75-76], GFAAS [77] e
cromatografia [78]). Entretanto, apresenta uso limitado para a extracdo de substancias
polares, o que é frequentemente superado utilizando deriva¢cdo quimica [58]. Conforme
mencionado anteriormente, outro inconveniente é a necessidade de reduzir a viscosidade
da fase rica através da diluicdo da FRS previamente a deteccdo, reduzindo o ganho de

sensibilidade obtido com a etapa de pré-concentragao.
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Cada surfactante apresenta uma temperatura minima para atingir o ponto nuvem e
causar a separac¢ao das fases. O ponto nuvem pode ser alterado pela adigdo de sais, alcoois,
compostos organicos ou uso de misturas de surfactantes [58], sendo possivel ajusta-lo para a
aplicagdo analitica de interesse. Triton X-114 é o surfactante mais comumente empregado
em procedimentos analiticos explorando EPN, uma vez que atinge o ponto nuvem em

temperatura préxima a ambiente (22 a 25 °C) [58].

O fenémeno denominado efeito salting out é frequentemente explorado para reduzir
o ponto nuvem quando a temperatura afeta diretamente a estabilidade das espécies de
interesse (e.g. proteinas se desnaturam em temperaturas maiores que 40 °C) ou quando se
espera evitar um dispositivo de aquecimento para indu¢ao do ponto nuvem. Como exemplo,
pode-se citar a avaliacdo do efeito da adicdo de eletrdlitos numa mistura de surfactantes
(e.g. Triton X-114, SDS e CTAB) [79]. Foi observado que o ponto nuvem decresceu
drasticamente em virtude das repulsdes eletrostaticas entre as micelas, devido a alteracao
na forga ibnica da solucdo. De forma geral, uma mistura de surfactantes apresenta a média

das temperaturas individuais como temperatura final de ponto nuvem [58,61].

1.2.3. Extracdo em fase sdlida

A extracdo em fase sdélida (EFS), ou extracdo sélido-liquido, € uma das técnicas de
extracdao mais empregadas em virtude da facilidade de utilizacdao e possibilidade de alcancgar
fatores de enriquecimento elevados. Em geral, a amostra é colocada em contato com a fase
solida para passagem por um cartucho contendo material adsorvente. Neste processo, os
analitos sdo retidos na fase sdlida e podem ser eluidos com um solvente apropriado e
determinados no eluato ou medidos diretamente no suporte sdlido [5,80]. A pré-
concentracdo ocorre uma vez que o volume de amostra pode ser significativamente maior
que o volume de eluente. O processo também pode ser explorado para a separacdo de
potenciais interferentes pela retencdo destas espécies em uma fase sdélida que ndo

apresenta afinidade pelos analitos.

A fase sélida deve ter uma grande area superficial para favorecer sua interacdo com

as espécies de interesse na amostra. No processo de adsorgdo, o analito interage (reagdes
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guimicas, troca-iGnica ou adsorcdo fisica) com os grupos funcionais disponiveis na superficie
do solido [81]. Diferentes materiais podem ser diretamente utilizados como fase sélida (e.g.
resinas de troca ionica, celulose, polimeros). Outros suportes (silica gel, alumina ou zirconia)
podem ser modificados (e.g. reagdes quimicas, imobilizagdo de compostos organicos,
processos fisicos) para formar diferentes grupos funcionais na superficie, incrementando as
aplicagGes analiticas e, especialmente, melhorando a seletividade. Dentre estes, a silica gel é
um dos materiais mais aplicados devido a estabilidade térmica, quimica e mecanica [47]. O
analito deve ter grande afinidade com os grupos funcionais para garantir a extracdo. Esta
afinidade deve ser reversivel para permitir a eluicdo do analito quando as caracteristicas do

solvente forem alteradas, evitando efeito de memaria.

A extracdo em fase sdélida realizada manualmente é lenta, sujeita a erros e perdas da
espécie de interesse. A elui¢cdo, geralmente com um solvente organico, pode gerar efluentes
téxicos em volumes elevados [80]. Visando superar as dificuldades observadas em
procedimentos em batelada, o primeiro trabalho explorando a EFS em sistemas de analises
em fluxo objetivou a determinacao de aménio em dguas [82]. Uma coluna de troca idnica
(Amberlite IRA-120) foi diretamente adaptada em um injetor proporcional, em substituicdo a
alca de amostragem, com a aspiracdao da amostra diretamente através da coluna. Desta
forma, foi possivel concentrar o analito melhorando significativamente o limite de deteccao
(200 pg LY. Este método também reduziu o volume de reagente (Nessler) sendo utilizado

apenas 40 pL por amostra.

As vantagens do emprego da EFS em sistemas de analises em fluxo sao a melhora de
precisdo e da frequéncia de amostragem, facilidade de automacdo e minimizacdo do
consumo de amostras e reagentes. Entretanto, requisitos importantes devem ser levados
em considerag¢ao, como a reversibilidade da retencao do analito, estabilidade do suporte nas
condicOes de trabalho (retencdo do analito e elui¢do), cinética de retencao do analito na fase
solida e possibilidade de aumento de contra-pressao, que pode ser contornada com o uso de
colunas e particulas sélidas com dimensdes adequadas. Nas aplicacGes em que o reagente é
imobilizado no suporte sdélido, as condi¢des operacionais devem ser definidas de forma a
minimizar a lixiviacdo [83]. Espectrofotometria em fase sélida, um caso particular de EFS,
tem sido implementada utilizando celas comerciais ou configuradas para superar

dificuldades como o aumento da contra-pressado e atenuacdo excessiva do feixe de radiacdo
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por absorcao ou espalhamento de radiacdo [83]. Neste caso, as medidas de absorcdo da
radiacdo sdo realizadas diretamente no suporte sélido em que foi retido o analito ou o

produto de uma reacao com o analito [66,84].

1.2.4. Separagdo gds-liquido

Espécies gasosas ou que podem ser convertidas ao estado gasoso podem ser
eficientemente separadas dos potenciais interferentes em solucdo [85]. Esta estratégia tem
sido indicada inclusive em procedimentos oficiais (e.g. Standard Methods [86]). Entretanto, a
reprodutibilidade é geralmente prejudicada quando o processo é realizado em batelada (e.g.

destilacdo), uma vez que as condi¢cdes operacionais sao dificeis de serem mantidas.

A mecanizacdo da separacdo gas-liquido empregando sistemas de analises em fluxo é
usualmente realizada pelo acoplamento de uma camara de difusdo gasosa. O ambiente
fechado assegura a integridade do analista (e.g. difusdo de espécies téxicas), evita perdas de
analito e contaminacdo do ambiente (ou vice-versa). Destaca-se também a melhoria de
precisdao devido as condi¢des operacionais altamente reprodutiveis. Analise por injecao em
fluxo, analise por injegao sequencial, sistemas com multi-seringa ou com multi-impulsao
foram satisfatoriamente utilizados para separag¢des gdas-liquido [3,87]. Neste processo, o
analito é convertido a uma espécie volatil por uma reacdo acido-base antes da separacao
(e.g. carbonato, cianeto, sulfeto e amonio), ou o analito é volatil o suficiente para promover

a separacao do liquido (e.g. etanol e ozonio) [70].

Como regra, dois fluxos distintos sdo empregados, sendo separados por uma
membrana hidrofébica permeavel a gases (geralmente de PTFE). O fluxo doador, no qual
ocorrem as reacdes para a formacdo das espécies gasosas, geralmente percorre a parte
inferior da cdmara. No outro lado da membrana flui a solugdo aceptora, que tem a funcado de
reter a espécie gasosa que difundiu no processo, normalmente através de uma reacao
guimica. As vazoes dos fluidos doador e aceptor, o sentido e o tipo dos fluxos (constante ou
pulsado), a geometria da camara (e consequentemente a area de contato) e o tempo de
residéncia da zona de amostra em contato com a membrana sdo fatores importantes para a

otimizacdo da difusdo gasosa em sistemas de analises em fluxo. Estes fatores afetam
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diretamente as etapas que ocorrem desde a liberacdo do analito no doador até sua retencao
no aceptor (e.g. formacdo da espécie volatil, particio entre o doador e a membrana,
transporte através dos poros, particdo entre a membrana e o aceptor e gradientes de
concentra¢do de ambos os lados da membrana) que determinarao a transferéncia de massas

da espécie gasosa, podendo afetar a eficiéncia de separacao e, portanto, a sensibilidade.

A Figura 1.2 apresenta a ilustragcao de uma camara de difusdao empregada em analises
em fluxo, geralmente construida no préprio laboratdrio de pesquisa, com materiais de baixo
custo. A maior vantagem da difusdo gasosa é a possibilidade de melhorar a seletividade do
procedimento, visto que o analito é separado das espécies interferentes presentes na
matriz. Apds a difusdo gasosa, derivagcdes quimicas podem ser realizadas previamente a

deteccdo visando obter maiores respostas analiticas [70].

5 1a 1b 5

(a)

2a 2b

(b)

Figura 1.2 - Esquema de uma camara de difusdo gasosa modelo sanduiche. (a) vista lateral e (b) vista
superior da camara - 1a: entrada do fluxo aceptor; 1b: saida do fluxo aceptor; 2a: entrada do fluxo
doador; 2b: saida do fluxo doador; 3: membrana permedvel; 4: pecas de material polimétrico; 5:
parafusos para fixa¢do das pecas. Adaptado da Referéncia 70

Geralmente, apenas de 5 a 20 % das espécies gasosas contidas no fluxo doador
difundem pela membrana. Visando compensar esta baixa eficiéncia, fatores como diferenga
de pressdo entre os canais, diferentes vazoes dos fluidos (ou mesmo a parada do fluxo

aceptor), configuracdo da camara de difusdo (em espiral ou em serpentina) e aumento da
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area de contato podem ser explorados [70]. Outra alternativa é o acoplamento com técnicas
de detec¢do de alta sensibilidade. Por outro lado, uma vez que o processo geralmente
ocorre sem atingir o equilibrio, esta condicdo pode ser favoravelmente explorada a fim de

aumentar a seletividade através da discriminagao cinética [70].

A primeira separacdo gasosa em sistemas de andlises por injecio em fluxo foi
desenvolvida por pesquisadores do CENA [88]. A remocdo de interferentes da matriz foi
realizada com uma camara denominada unidade de destilagdo isotérmica (sem membrana).
O aparato foi construido com duas tiras de borracha de silicone presas por duas placas de
acrilico. Nitrogénio total foi determinado em digeridos de materiais vegetais apds a
alcalinizacdo da amostra para formacdao de amonia em linha e reagcdo com o reagente de
Nessler ap6s a difusdo. Otimas figuras de mérito como baixo consumo de reagente (100 L),
elevada frequéncia de amostragem (100 h™) e coeficiente de variagdo de 3% foram

encontradas.

Outra geometria de camara bastante utilizada consiste no emprego de tubos
concéntricos [70]. Neste caso, a membrana é confeccionada em forma tubular e no seu
interior percorre um dos fluxos (geralmente o doador). A difusdo das espécies volateis
ocorre pelos poros da membrana para serem recolhidas no aceptor, que flui através do tubo
externo. Este tipo de camara usualmente aumenta a eficiéncia de difusao uma vez que o

formato cilindrico aumenta a area de contato.

A versatilidade dos sistemas de analises em fluxo possibilitou acoplar até duas
camaras de difusdo, visando a determinacdo simultanea de CO;, e SO, em vinhos [89]. As
duas camaras foram colocadas em sequéncia, no fluxo doador. Na primeira, a amostra se
mistura com 4cido para liberacdo de CO; e SO,. No entanto, o aceptor verde de malaquita
reage seletivamente com SO, difundido. O fluxo doador remanescente foi conduzido até a
segunda camara, previamente misturado com H,0, para oxidacdo de SO, que ndo difundiu.
Desta forma, CO, foi determinado utilizando um indicador acido-base azul de bromotimol
como aceptor. Este método permitiu a determinacdo simultanea de dois analitos muito
importantes em amostras de vinhos, sem requerer um tratamento prévio e com alta

frequéncia de amostragem (40 h™).



42

A pervaporacdo é outra estratégia para a separacdo de espécies gasosas, com base
na evaporacdo das espécies volateis devido ao aquecimento da solugdo da amostra e
condensacdo em uma membrana [90]. Basicamente, o mddulo de pervaporagdo consiste em
um recipiente (na parte inferior) onde a amostra é inserida para favorecer a evaporagdo. Na
parte superior, uma membrana permite a condensacdo das espécies gasosas e a difusao,
para serem coletadas num fluxo aceptor. O processo ocorre sem que a amostra entre em
contato com a membrana, sendo possivel associar tanto as vantagens da evaporacao quanto
da difusdo gasosa. O aparato deve ser inserido em um banho com temperatura controlada
para favorecer a evaporagdao dos analitos e assegurar a repetibilidade do processo. Micro-
ondas também podem ser utilizadas para o aquecimento [91]. A transferéncia de massa das

espécies gasosas é usualmente maior que a obtida com a difusdo gasosa convencional.

1.3. Espectrofotometria com longo caminho dptico

A espectrofotometria de absor¢dao molecular baseia-se na medida da absor¢ao de
radiacdo nas regides ultravioleta e visivel por moléculas ou ions em solucdo. As medidas
espectrofotométricas sdo fundamentadas na lei de Lambert-Beer, em que a absorbancia é
diretamente proporcional a quantidade de espécies absorventes que interagem com o feixe
de radiacdo que, por sua vez, depende da concentracdo e do caminho Optico da cela de

medida.

Uma medida espectrofotométrica convencional envolve o uso de uma fonte de
radiacdo, lentes para direcionar e focar o feixe, recipiente para a amostra, monocromador
(ou filtros espectrais em equipamentos mais simples) e um foto-detector [92]. As celas
espectrofotométricas convencionais sdo construidas com um material transparente a
radiacdo, sendo as medidas baseadas em transmissdo. S0 comumente empregadas celas de
1 cm de caminho éptico, podendo chegar até 10 cm, porém a atenuacdo excessiva do feixe
de radiacdo e aumento do volume interno podem se tornar criticos [93,94]. A absorcao,
reflexdo e espalhamento de radiagdo também contribuem para a atenuacdo da radiacao,

podendo aumentar o ruido e deteriorar o limite de detec¢do [95].
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Visando o aumento de sensibilidade e contornar os inconvenientes anteriormente
mencionados, celas construidas com guias de onda (e.g. LCW) tém sido empregadas [93,94].
Nesta estratégia, a cela de medida comporta-se como uma fibra éptica e a radiacdo pode ser
conduzida por longos caminhos, com perdas minimas, devido ao fen6meno da reflexdo total
interna [96]. Nos primeiros trabalhos empregando guias de onda [93], celas de vidro eram
recobertas com materiais refletores (e.g. aluminio ou prata) e lasers ou lampadas de xenonio
ou tungsténio eram utilizados como fontes de radiagdao. No estudo realizado por Lei et al.
[93], observou-se aumento de 300 vezes da absorbancia, na determinacdo de fosforo em
aguas naturais, com a cela de 1 m em relagdo a cela de 1 cm, sendo este incremento maior
gue o previsto pela Lei de Beer. Um inconveniente é que as celas deveriam ser dispostas
linearmente. Isto foi superado utilizando celas de vidro preenchidas com solventes organicos
com indice de refracdo maior que o do vidro (n = 1,474) [96]. Com esta estratégia, as celas
puderam ser enroladas sem afetar a transmissdo do feixe de radiacao, devido ao processo
de reflexdo total interna, com aumento da sensibilidade em até 3000 vezes [97]. Entretanto,
solventes organicos que atendem ao requisito acima mencionado sdo toéxicos (e.g. CS,, n =

1,62).

Atualmente os guias de ondas podem ser construidos com materiais poliméricos da
familia Teflon AF®, que apresentam indice de refracdo (1,29 e 1,31) inferior ao das solugdes
aquosas diluidas (1,33) no qual serd feita a medida de absorbancia [96]. Estas celas sdo
designadas pela sigla LCW, do inglés liquid-core waveguide. Usualmente sdo empregadas
celas de 100 cm (volume interno de 250 pL), sendo encontradas comercialmente celas com

até 500 cm, que aumentam a sensibilidade em até duas ordens de grandeza.

O fendmeno da reflexdo total interna ocorre quando o feixe de radiacdo atravessa
uma interface com indice de refracdo maior (e.g. 4gua) para uma regido com indice de
refracdo menor (e.g. Teflon AF®) com um angulo de incidéncia de acordo com o cone de
aceitacdo (Figura 1.3). No caso do Teflon AF 2400®, o angulo de incidéncia (0) deve ser
menor que 14,1° [95]. Dessa forma, a radiacdo incidente serd refletida em virtude do
material com que a cela é construida ou recoberta, de acordo com a lei de Snell [95,98]. A

Figura 1.3 ilustra o fendmeno da transmissdo da luz no guia de ondas.
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Figura 1.3 - Esquema da transmissdo da luz em um guia de ondas: (8) angulo de incidéncia; (n,) indice
de refracdo no recobrimento da cela; (n,) indice de refracdo da solugdo aquosa. Condi¢do: n; < n,.
Adaptado da referéncia 92

Para o emprego das celas capilares com guias de onda, alguns aspectos devem ser
levados em consideragdo. O aumento do sinal do branco quando espécies absorventes estdo
presentes nesta solucdo, as perturbacbes causadas por alteracdes no indice de refracdo na
zona de amostra (Efeito Schlieren), bolhas de ar e sélidos em suspensdo, podem causar
altera¢des na propagacao da radiagao no interior do guia de ondas e afetar as respostas,
deteriorando a precisdo [95]. Estes aspectos podem ser mais criticos que utilizando celas de

1 cm de caminho 6ptico, devido ao maior comprimento e menor didmetro das celas LCW.

O acoplamento das celas de longo caminho éptico aos sistemas de analises em fluxo
normalmente ndo requer alteragdes fisicas nos mddulos de analises. Entre as técnicas de
deteccdo que podem ser empregadas, encontram-se espectrofotometria [96,99], a
turbidimetria [30], a quimiluminescéncia [98], a fluorescéncia [100] e a espectroscopia

Raman [98,101].

No caso de medidas turbidimétricas, cuidados especiais devem ser tomados para
evitar o acumulo de sdélidos no interior da cela [98]. Um exemplo é o emprego de cela LCW
para a determinacdo turbidimétrica de sulfato em daguas naturais [30]. Neste trabalho,
microbombas solenoide foram exploradas para melhorar as condicdes de mistura
amostra/reagentes e evitar desvios na linha de base devidos ao acumulo de sdlidos.
Também com este objetivo, uma etapa de lavagem com EDTA foi utilizada para a dissolucao

do BaSO,.
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Outra interessante aplicacdo das celas de longo caminho 6ptico foi o
desenvolvimento de um equipamento portatil para analises multiparamétricas em fluxo.
Uma cela com guia de ondas (Teflon AF® com 50 cm) e um espectrofotdmetro com arranjo
de detectores foram utilizados para a determinagdo de cromo e aluminio em 4guas [102]. O
equipamento também apresenta potencial para a determinacdo de outros analitos e a
sensibilidade obtida foi 50 vezes maior que com a cela de 1 cm. O equipamento pode ser

empregado em medidas espectrofotométricas e fluorimétricas em campo.
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2. Objetivos

O objetivo geral desta Tese foi desenvolver procedimentos analiticos em sistemas em
fluxo com multi-impulsdao ou baseados no conceito lab-in-syringe empregando separagao e
concentracdao em linha por extracdo em ponto nuvem ou difusdo gasosa. Como objetivos
especificos, foram desenvolvidos procedimentos para a determinagao de cianeto dissociavel
em dacidos em 3aguas, de ferro em aguas e alimentos e de antimbnio em d3guas e
medicamentos para leishmaniose. Buscou-se o desenvolvimento de procedimentos mais
limpos, rdpidos, sensiveis, ambientalmente mais amigdveis e adequados aos limites de

concentragao estabelecidos pelas normas vigentes.
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3. SISTEMA DE ANALISES EM FLUXO COM MULTI-IMPULSAO E
ESPECTROFOTOMETRIA COM LONGO CAMINHO OPTICO PARA A DETERMINACAO
DE CIANETO DISSOCIAVEL EM ACIDOS EM AGUAS NATURAIS

3.1. Introdugao

Cianeto é um poluente altamente téxico que pode ser encontrado tanto em aguas
superficiais e subterrdneas quanto em materiais bioldégicos. Como exemplo, mais de
2000 espécies de plantas contém glicosideos que liberam cianeto por hidrdlise acida, sendo
fontes naturais de contaminacdo de 4guas e solos [103]. Acredita-se que a producdo de
cianeto por estas plantas é uma espécie de defesa natural contra pragas [104]. Cianeto é
também produzido em larga escala para o emprego em galvanoplastia, metalurgia e
mineracdo (e.g. extracdo de ouro e prata) [105,106], o que produz um grande volume de

efluentes, com prejuizo ao meio ambiente.

A toxicidade aguda de cianeto ocorre mesmo em baixas concentragdes, devido a
acdo inibitéria na transferéncia de oxigénio pelas células, causando sérios danos a érgdos
importantes, como cérebro, coracdao e pulmdes, que requerem elevadas quantidades de
oxigénio em seus tecidos [105]. Estima-se que a concentracdo fatal em seres humanos é de
546 g L de HCN apos 10 min de exposicdao [107], mas hda relatos de mortes com
concentracdes menores. A exposicdo cronica em concentracbes mais baixas provoca
alteragdes neuroldgicas e disfuncdo dos hormonios da tireoide. Nos mamiferos, a toxicidade

desta espécie ocorre por todas as vias de administracao [104].

Uma interessante aplicagdo no tratamento de efluentes contendo cianeto
proveniente de atividades industriais € o emprego de bactérias (e.g. Pseudomonas
Thiobacillus e Arthrobacter) que utilizam CN" como fonte de energia. Este tratamento
alternativo previamente ao descarte pode contribuir para a redu¢do do impacto ambiental

[108].

A Resolugdo 357/2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente [109], que classifica
0s corpos aquaticos e estabelece as condi¢cdes de lancamento de efluentes, determina o

limite maximo permitido de cianeto livre em aguas doces de classe | em 5 g L™, Esta
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classificacdo refere-se as aguas destinadas ao abastecimento, a protecdo das comunidades
aquaticas, a recreacdo de contato primdrio, a irrigacdo de hortalicas e a protecdo das
comunidades aquaticas em terras indigenas [109]. O mesmo limite é estabelecido pela U.S.
Environmental Protection Agency (USEPA) [110]. Importante salientar que estudos de
toxicidade reportam que 10,69 e 5,6 g L™ de cianeto livre sdo concentragdes cronicamente
toxicas em aguas potaveis e para a vida marinha, respectivamente [111]. Neste sentido, faz-
se necessario desenvolver procedimentos analiticos que atendam aos limites estabelecidos

pela legislagao.

Cianeto livre (CN" e HCN) e a fragao labil (e.g. complexos formados com cobre, zinco
ou prata) sdo extremamente téxicos [86]. A determinacdo desta fracdao, chamada “cianeto
dissociavel em acidos” (CDA), é mais importante que a de cianeto total porque os complexos
estdveis e inertes (e.g. formados com ferro e cobalto) ndo sdo levados em consideragdo por
ndo serem potencialmente téxicos. O HCN da fracdo CDA pode ser liberado nos corpos
d’dgua pela acidificacdo (pH < 4), diluicdo ou incidéncia de radiagdao UV. Com isto, esta fracao

indica o risco de contaminacao dos ambientes aquaticos [86].

O CDA é determinado apds a separacdo das espécies livres e labeis pela adicao de
acidos fortes diluidos, seguida de destilacdo [86,112,113] ou difusdo gasosa [114 - 120,124].
A Associacdo de Saude Publica Americana (APHA) recomenda o procedimento baseado na
reacdao Konig [86], que envolve destilacdo. O HCN formado é coletado em uma solucdo
aceptora alcalina, na forma de CN'. Este procedimento é sujeito a perdas de analito, além de
ser altamente perigoso para o analista. O procedimento requer reagentes cromogénicos
toxicos (e.g. cloramina-T, acido barbiturico e piridina), usualmente em quantidades elevadas,
sendo incompativel com os objetivos da Quimica limpa [121,122]. Apesar da tendéncia geral
de diminuir o consumo de reagentes [122], um procedimento em fluxo para a determinacao
de cianeto utilizou acido barbiturico em concentracdo 48 vezes maior que o procedimento

em batelada [123].

Outros procedimentos empregam digestdo 4acida assistida por radiacdao UV para
liberar o CN" ligado dos complexos [124,125]. Tanto a difusdo gasosa, quanto a destilacao

possibilitam a separacdo de espécies potencialmente interferentes presentes na matriz,
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exceto sulfeto, sulfito, nitrito e carbonato, que também formam espécies volateis nas

mesmas condigdes [111].

Apds a separacdo, cianeto tem sido determinado por espectrofotometria [105,115,
118,123,126-128], fluorimetria [108,114,120,124], quimiluminescéncia [113,129,130],
amperometria [116,125,131], potenciometria [132] ou microbalanca com cristal
piezoelétrico de quartzo [133], dentre outras alternativas. Procedimentos envolvendo
cromatografia [134,135] ou eletroforese [136,137] também tém sido propostos; entretanto,
alguns destes sao demorados [134] ou empregam reagentes téxicos apds a separa¢do do

analito (e.g. N-cloro succinamida e acidos isonicotinico e barbiturico) [135].

Separacdo mediada por membranas pode ser eficientemente adaptada aos sistemas
em fluxo. Tendo em vista que estes sistemas oferecem maior seguranca ao analista por
serem completamente fechados e permitirem a manipulacdo de pequenas aliquotas, com
consequente reducdo do consumo de reagentes, tém sido usualmente adaptados a
determinacdo de cianeto [121]. Neste sentido, microbombas solenoide [138] apresentam
caracteristicas intrinsecas (fluxo pulsado que favorece as condi¢cdes de mistura e aumento da
pressdo no canal doador) que podem ser exploradas para aumentar a eficiéncia de difusao,
minimizando o inconveniente da baixa transferéncia de massa, caracteristica de processos

de difusdo gasosa.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um procedimento analitico limpo e
altamente sensivel para a determinacdo de cianeto dissociavel em acidos, explorando
pioneiramente a difusdo gasosa em sistema de analises em fluxo com multi-impulsdo e
espectrofotometria com longo caminho éptico. A determinacdo indireta de cianeto pela
descoloracdo do complexo entre ions Cu(l) e acido 2-2'-biquinolino-4,4"-dicarboxilico (BQA)

também foi uma das inovagdes deste trabalho.
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3.2. Experimental
3.2.1. Equipamentos e acessorios

O sistema de andlises em fluxo com multi-impulsdo foi construido com
5 microbombas solenoide (Biochem Valve) com volume nominal de 8 pL (P, e P3) e
10 pL (Py, P4 e Ps); uma valvula solenoide de 3 vias (NResearch); tubos de polietileno
(d.i. 0,8 mm) e conectores de acrilico. Todas as microbombas operaram a 5 Hz, exceto a Py,
gue operou a 1 Hz durante a etapa de amostragem. Os dispositivos ativos foram controlados
por um computador Pentium | equipado com uma interface paralela, construida
empregando um circuito integrado (ULN2803) para a compatibilizacdo da corrente. Uma
fonte de 12 V foi utilizada para alimentacao dos solenoides. O software para controle dos

dispositivos foi desenvolvido em linguagem Visual Basic 6.0.

As medidas foram realizadas empregando um espectrofotémetro multicanal do tipo
CCD (Ocean Optics, modelo USB2000) que consiste numa rede de difragdo com 600
linhas/mm com arranjo linear de 2048 fotodetectores. Cabos de fibra éptica foram usados
para transportar a radiacdo da lampada de tungsténio-halogénio (Ocean Optics, modelo LS-
1) para uma cela de fluxo de longo caminho éptico (Ocean Optics, modelo LPC) e desta para
o espectrometro. Para a aquisicdo de dados, foi utilizado o software do préprio fabricante

(OOIBase32).

A unidade de difusdo gasosa (UDG) foi construida no laboratério composta por duas
pecas de acrilico (10 cm x 2,8 cm x 4 cm) com sulcos simétricos (1,5 mm de profundidade, 1
mm de largura e 7 cm de comprimento) e tubos de polietileno acoplados para a entrada e
saida dos fluidos. As pecas de acrilico foram separadas por uma membrana hidrofébica de

Teflon® (Vedaflon, Brasil) obtida no comércio local. O conjunto foi unido por 4 parafusos.

3.2.2. Reagentes e solugdes

Todas as solucbes foram preparadas com agua deionizada (resistividade > 18,0 MQ
cm) e reagentes de grau analitico. A solucdo estoque de BQA (sal dissédico do acido

2-2"-biquinolino-4,4 -dicarboxilico, Sigma) 10 mmol L™ foi preparada em 4gua e mantida sob
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refrigeracdo. O reagente R; foi diariamente preparado pela diluicdo do estoque, contendo
BQA 25,0 umol L'! em acetato de amdnio 0,4 mol L™ (Merck) em pH 7,0. O reagente R,,
constituido por Cu(ll) 7,9 umol L™ e 4cido ascérbico 300 pmol L™ (Merck) foi armazenado em
frasco escuro. Uma solucgdo estoque de cianeto 1,0 g L™ (20,4 mmol L™ CN’) foi preparada a
partir do sal NaCN (Merck) em NaOH 0,02 mol L™. A solucdo foi padronizada por titulacdo
com nitrato de prata, usando iodeto como indicador [139]. Solu¢des de trabalho entre 5 e
200 pg L™ foram diariamente preparadas pela diluicdo do estoque em dgua. Uma solugdo de
HCI 1,0 mol L™ (Rs) foi empregada como fluido doador na etapa de difus3o gasosa e uma
solucdo de NH4OH 30 mmol L™ foi usada como soluco transportadora da zona de amostra
contendo o complexo [Cu(BQA),]*. Os residuos contendo cianeto foram coletados em

solucdo de NaOH saturada.

As solucbes de complexos metalicos de cianeto foram preparadas pela dissolucdo do
sal correspondente (K4Fe(CN)s, KsFe(CN)s ou K3Co(CN)e) ou pela adicdo de quantidades de
metal (Cu®, cd**, Ag’, Zn**, Ni** ou Hg?*) a soluco de cianeto, levando em considerac3o a
proporc¢do estequiométrica metal:cianeto (1:2, 1:3 ou 1:4). A concentra¢do de cianeto foi

equivalente a 50 ug L™ em todas as solugdes.

Amostras de dguas naturais foram coletadas em rios préximos a regido de Piracicaba-
SP, filtradas em membranas de acetato celulose 0,45 um e estocadas a 4 °C. As amostras
foram estabilizadas a temperatura ambiente e adigdes de cianeto (25 ou 50 pg L") foram

realizadas imediatamente antes das analises.

3.2.3. Procedimento

O moédulo de andlises do sistema em fluxo com multi-impulsdo é mostrado na
Figura 3.1.
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Figura 3.1 - Sistema de andlises em fluxo com multi-impulsdo para a determinacdo de cianeto
dissocidvel em 4cidos. P;-Ps: microbombas solenoide; C: solugdo transportadora (NH,OH); R::
BQA 25,0 umol L™ + NH,CH5COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); R,: acido ascérbico 300 pmol L+ cu(ll) 7,9
mmol L'™'; Rs: HCI 1,0 mol L™; By,B,: reatores (30 e 40 cm, respectivamente); A: amostra; V: valvula
solenoide; M: membrana de PTFE; DET: cela de fluxo de 100 cm acoplada ao detector
espectrofotométrico multicanal; UDG: unidade de difusdo gasosa; D: recipiente de descarte

O procedimento operacional, descrito na Tabela 3.1, explorou a amostragem binaria
[18] para a manipulacdo das solucdes de amostra e reagentes. O fluxo aceptor da espécie
gasosa (HCN) foi formado com 4 ciclos dos reagentes R; e R, (etapas 1 e 2), misturados na
bobina de reacdo B; (30 cm) e transportados até a parte superior da UDG (etapa 3). Em
seguida, aliquotas das solugdes de amostra (etapa 4) e HCl (etapa 5) foram intercaladas na
bobina de reacdo B, (40 cm), sendo transportadas até a parte inferior da UDG (etapa 6).
Durante esta etapa, a solugdo aceptora ficou parada na UDG a fim de coletar o HCN que
difundiu através da membrana de PTFE. Em seguida, a zona de amostra foi transportada

para a deteccdo espectrofométrica em 560 nm, etapa 7.

Para a substituicio da amostra, a microbomba P, foi acionada e a solugdo foi
removida da bobina B, pela solucdo de reagente R; (etapa 8). As medidas foram baseadas na
altura do pico e realizadas em triplicata. Os sinais analiticos foram baseados na diferenca dos
sinais de absorbancia entre a referéncia (medida somente com os reagentes R; e R;) e

aquele obtido na presenca de cianeto, através da etapa da difusdo gasosa.
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Tabela 3.1 - Rotina de acionamento dos dispositivos para a determinacdo de cianeto

dissociavel em acidos

Etapa Descrigao Microbomba Pulsos Volume total (pL)
1%P Insercdo de Cu(l) P3 3 96
2*®  |nserc3o de BQA P, 3 9%
3° Transporte do aceptor para UDG P, 15 150
4° Inser¢ao de amostra P4 12 1200
5¢ Insercdo de HCl Ps 1 100
6 Transporte da zona de amostra Ps 15 150
7 Leitura do sinal P4 130 1300
8 Substituicdo da amostra P, 50 500
Ps 20 200

a: 4 ciclos de amostragem; b: Véalvula solenoide V acionada; c: Microbombas ativadas em
1 Hz e 10 ciclos de amostragem

3.2.4. Procedimento de referéncia

O procedimento de referéncia foi baseado na fluorescéncia do produto da reacao
entre cianeto, o-ftalaldeido e glicina. O isoindol fluorescente foi formado em fluxo, utilizando
500 puL de amostra e separagao por difusdo gasosa (maximo de excitagdo em 330 nm e de
emissdo em 380 nm). A propulsdo dos fluidos foi realizada com bomba peristaltica

empregando as vazdes definidas no procedimento de referéncia [114].

3.3. Resultados e discussao
3.3.1. Aspectos gerais

A determinacdo de cianeto foi baseada na reacdo de descoloragdo do complexo
formado entre ions Cu(l) e acido 2,2’-biquinolino 4,4’-dicarboxilico. O complexo, cuja
formac3o é termodinamicamente favoravel (K¢ = 4,6 x 10", apresenta méaximos de absor¢do
em 357 e 560 nm (Figura 3.2). As absortividades molares foram estimadas em
4,2x10* L mol™ cm™ (357 nm) e 7,7x10° L mol™ ecm™ (560 nm) [140]. Apesar do primeiro

comprimento de onda apresentar maior absortividade, optou-se por trabalhar em 560 nm,
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por encontrar-se na regido visivel e ser mais adequado para a medida com a ldampada de

tungsténio-halogénio.

A descoloragio do complexo purpura [Cu(BQA),]*, na presenca de cianeto na zona
de amostra, ocorre devido ao complexo formado com os ions cobre ([Cu(CN),]) que permite
a quantificacdo indireta do analito. A formacdo do complexo ¢é rapida e

termodinamicamente favorecida (Ks = 1,0 x 10*).

1,2
(a)

0,94

©

(@]

c

«T 0,6 -

2

@]

a

< 0,3

0

0,04

450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 3.2 - Espectros de absor¢do do complexo [Cu(BQA),]> antes (a) e apds (b) reacdo com
200 pg L' CN'. Condigdes: BQA 25 pumol L™'; NH,CH3COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); 4cido ascérbico 300
umol L; transportador: NH,OH 30 mmol L™

Um estudo cinético referente a formacao do complexo [Cu(BQA)z]S' é apresentado na
Figura 3.3. O estudo foi realizado com a mistura em fluxo dos reagentes R; (BQA 25 pmol Lt
em acetato de amonio) e R, (Cu(ll) 7,9 umol L™ na presenca de acido ascérbico 300 pmol LY.
O primeiro pico na Figura 3.3 refere-se a resposta da solucdo de referéncia sem a parada de
fluxo e, no segundo pico, o fluxo foi interrompido com a zona de amostra na cela de fluxo,
sendo o produto da reacdo monitorado por 20 min. Observa-se que a reacdo entre Cu(l) e
BQA ocorre imediatamente apds a mistura dos reagentes e o produto permanece estavel

por periodo muito superior ao tempo de residéncia no sistema de andlises em fluxo. Este

aspecto permitiu explorar o proprio complexo como aceptor para fixagdo de HCN. Na
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configuracdo proposta, o aceptor ficou retido na parte superior da UDG durante a etapa de
amostragem, para a retencao do HCN liberado durante a difusdo. Desta forma, foi possivel
explorar uma etapa de enriquecimento do analito durante a difusdo pelo emprego de maior

volume de amostra.
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Figura 3.3 - Estudo cinético da reacdo entre Cu(l) e BQA. Respostas da referéncia antes (a) e apds (b)
a interrupgdo do fluxo. Condigdes: BQA 25 umol L™*; NH,CH;COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); 4cido ascorbico
300 pumol L™; transportador: NH,OH 30 mmol L™

A camara de difusdo gasosa empregada foi construida conforme descrito na
literatura [141]. A UDG permite que os fluxos (doador e aceptor) sejam separados por uma
membrana hidrofébica. Com isto, somente as espécies gasosas difundem pela membrana,
possibilitando a separacdo do analito das demais espécies constituintes da matriz que
poderiam interferir na determinacdo de cianeto. Esta separacdo também viabiliza a
determinacdo de CDA, uma vez que somente as espécies convertidas a HCN em meio de HCI

diluido serdo quantificadas.

Microbombas solenoide foram empregadas para insercdo e transporte das solugdes.

O movimento cadtico gerado por estes dispositivos foi explorado para favorecer as
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condicdes de mistura e promover um aumento momentaneo da pressdao no canal doador
favorecendo a difusdo do HCN. Além disso, os sistemas em fluxo com multi-impulsdo
permitem o gerenciamento independente das solu¢des doadora e aceptora, aspecto
explorado para manter a solugdo aceptora estagnada durante a difusdo gasosa.
Espectrofotometria com longo caminho dptico (ELC) foi explorada para aumentar a
sensibilidade do procedimento, uma vez que um maior nimero de espécies absorventes
poderdo interagir com o feixe de radiacdo e, portanto, pode-se utilizar menor concentracao
do complexo, favorecendo a descoloracdo mesmo na presenca de baixas concentragées de
cianeto. Esta é a primeira aplicacdo da ELC em um procedimento baseado em

descolorimetria.

Algumas reacdes simultaneas devem ocorrer durante o procedimento (formacdo do
complexo ([Cu(BQA),]*), geracdo de HCN e descoloracdo do complexo pela formagio da
espécie ([Cu(CN),])). O comprimento dos percursos analiticos foram definidos visando a
mistura adequada dos reagentes e o desenvolvimento das rea¢des que, conforme discutido
anteriormente, sdo rapidas. Os comprimentos dos reatores foram, entado, escolhidos como
um compromisso entre a frequéncia de amostragem e o tempo de residéncia da amostra,
além de minimizar a contra-pressao, ja incrementada pelo uso da cela de longo caminho
Optico de dimensdes capilares. Com isto, foi possivel acoplar dois dispositivos fundamentais
para o desenvolvimento deste procedimento, i.e. a cela de longo caminho 6éptico (para

aumento de sensibilidade) e a UDG (para a melhoria de seletividade).

Na configuracdo proposta, a UDG e a cela de longo caminho o6ptico foram
posicionadas em série e, assim, a etapa de amostragem da solu¢do aceptora poderia ser
afetada pelo aumento da contra-pressdao. Uma vdlvula solenoide foi, entdo, posicionada
entre os dispositivos para evitar esse inconveniente pelo acionamento durante a
amostragem do aceptor (Figura 3.1). Observou-se que o sinal analitico aumentou em 7 % na
presenca da valvula (V) em funcdo da reducdo da contra-pressao. Além disso, a valvula foi
acionada quando as solucbes (C, R; e Ry) foram substituidas, evitando que estas fossem
transportadas através da cela de medida, minimizando os riscos de contaminacdo e

diminuindo o tempo de limpeza.
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Apesar da difusdo gasosa ser muito empregada na separacdo de espécies volateis,
mesmo em condi¢gdes Otimas, apenas 5 a 20 % das espécies gasosas difundem pela
membrana hidrofébica [85]. Dessa forma, as alternativas mencionadas anteriormente
(microbombas para transporte das solugdes, aumento da pressao momentanea no doador,
emprego de valvula para minimizar a contra-pressdo) foram estrategicamente exploradas
para aumentar a transferéncia de massa que é fundamental em procedimentos visando alta
sensibilidade. Neste sentido, a membrana de PTFE foi selecionada por apresentar a menor

espessura dentre as disponiveis, favorecendo a transferéncia gasosa.

3.3.2. OtimizagGo

A otimizagdo do procedimento foi realizada pelo método univariado, com respostas
em triplicata, considerando a magnitude do sinal de referéncia (complexo [Cu(BQA),]*) e sua

diminuicdo devido a difusdao do HCN gerado em fluxo.

Nos primeiros estudos, realizados na auséncia da camara de difusao, foram definidas
as condicBes apropriadas para a formacdo dos complexos [Cu(BQA),]* e [Cu(CN),]". A zona
de amostra foi inicialmente formada por 6 ciclos de amostragem com 3 pulsos de cada
reagente (R;: BQA em meio de acetato de amonio e R,: Cu(ll)), além de acido ascérbico e
amostra. Para as duas ultimas solu¢des foram empregadas duas microbombas que

dispensavam volumes de 13 pL e 7 uL, respectivamente.

A concentracdo de cobre para a formagao do complexo [Cu(BQA),]* foi o primeiro
parametro avaliado (Figura 3.4). O sinal analitico aumentou com a concentracdo de cobre
devido a presenca de BQA em excesso no meio reacional. Entretanto, a concentracao de
cobre é um parametro que afeta diretamente a sensibilidade do procedimento, bem como a
faixa de resposta. Elevadas concentracdes deste ion poderiam prejudicar a reacdo de
descoloracdo, com perda de sensibilidade, uma vez que quantidades minimas de cianeto ndo
seriam detectadas. Por outro lado, em concentracdes muito baixas de cobre, haveria
formacdo de complexos com BQA em menores quantidades, que poderiam ser
completamente descoloridos na presenga de cianeto, consequentemente limitando a faixa

de resposta. Dessa forma, a concentragao de 7,9 umol L™ cobre foi selecionada como um
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compromisso entre a sensibilidade e a faixa de resposta para determinacdo do analito e
também para definir um sinal de referéncia que minimizasse o erro nas medidas
espectrofotométricas. Além disso, na Figura 3.4 pode-se visualizar que a concentracdo 7,9
pmol L™ de cobre foi a que apresentou maior descoloracdo (o sinal analitico foi no minimo

20% maior em relagdo as outras concentracdes).
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Figura 3.4 - Efeito da concentragdo de cobre sobre os sinais de referéncia (a) e obtidos na presenca
de CN 100 pg L™ (b). Condigdes: BQA 25 pmol L™'; NH,CH5COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); 4cido ascorbico
300 pmol L transportador: NH,OH 30 mmol Lt

Cu(ll) livre pode formar complexos insoluveis com BQA [140,142], afetando a
sensibilidade e provocando deriva da linha de base. Dessa forma, uma solucdao de NH4OH foi
usada como transportador e o reagente R; foi preparado em meio de acetato de amonio,
com a finalidade de oferecer NHs;(,q) € ions acetato livres no meio reacional para formarem
os complexos sollveis, evitando a precipitacdo. As constantes de formacdo dos complexos
[Cu(NHs)4]** (K¢ = 1,07 x 10™) e [Cu(CH3COO0),] (K¢ = 4,2 x 10°) sio menores que aquelas

referentes aos complexos [Cu(BQA),]* e [Cu(CN),]’, ndo afetando o procedimento analitico.

. ~ . N . . -1
O efeito da concentragdo de acido ascdrbico foi avaliado entre 100 e 1200 umol L™ e,
devido ao excesso em relacao ao Cu(ll), ndo houve variagdo significativa nos sinais analiticos.

Optou-se por empregar 300 pumol L™ do redutor, a fim de evitar a oxidagdo de Cu(l) pelo
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oxigénio dissolvido na solucdo e aumentar o tempo de vida do reagente. Uma vez observado
que as respostas foram semelhantes tanto para a inser¢ao de acido ascorbico diretamente
na zona de amostra, quanto para o reagente Cu(ll) preparado na presenc¢a do redutor, a

segunda alternativa foi selecionada para evitar o uso de uma microbomba adicional.

Para a avaliacdo do efeito da concentracdo de BQA sobre os sinais analiticos (Figura
3.5), o reagente (R;) foi preparado em meio de acetato de amo6nio 400 mmol L? (PH7,0)eo0
R, continha Cu(l) 7,9 umol L™ e acido ascérbico 300 mmol L. A resposta da referéncia ficou
constante a partir de 25 umol L™ devido ao excesso de ligante para reacdo com Cu(l). Esta
concentracdo equivale a aproximadamente trés vezes a concentracdo de cobre no meio
reacional, sendo a proporcdo um pouco maior que a estequiométrica (1:2). Trabalhos
prévios, que aplicaram esta reacao para a determinacao de taninos em bebidas [140] e acido
urico em urina [142] empregaram concentra¢des de BQA semelhantes a este procedimento
(proporcao Cu(ll):BQA (1:3)). A presenca de ligante em excesso assegura as condicdes para a

formacao do complexo, em virtude da elevada constante de formacao (item 3.3.1).
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Figura 3.5 - Efeito da concentragdo de BQA sobre os sinais da referéncia (a) e obtidos na presenca de
CN" 100 pg L™ (b). Condigdes: NH,CH;COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); acido ascérbico 300 umol L%
transportador: NH,OH 30 mmol Lt
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Acetato de amoénio foi empregado para ajuste do pH em 7,0, objetivando a condicao
adequada para formag3o do complexo [Cu(BQA),]* [140], além de proporcionar espécies
livres que formam complexos soluveis com Cu(ll), pelas razGes mencionadas anteriormente.
Conforme mostrado na Figura 3.6, nao foi observada variagao significativa nos sinais de
referéncia e analitico quando a concentracdo de NH4CH3COO foi variada entre 0,2 e 1,2 mol
L™. Desta forma, optou-se por trabalhar com 0,4 mol L™ de acetato de aménio a fim de evitar

a variacdo do pH para a fixacdo de HCN.
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Figura 3.6 - Efeito da concentracdo de NH,CH;COO sobre os sinais de referéncia (a) e obtidos na
presenca de CN” 100 pg L™ (b). Condigdes: BQA 25 pmol L™; acido ascérbico 300 pmol LY
transportador: NH,OH 30 mmol L™

A ordem de insercdo dos reagentes foi avaliada uma vez que varias reacdes
simultadneas ocorrem no meio reacional (Tabela 3.2). Nas condicGes | e Il, supde-se prévia
complexacdo de cobre com cianeto e que o ligante (BQA) complexou o cobre livre. Na
condicao lll, diferente das anteriores, supde-se que ocorreu a descoloracdo do complexo. Os
resultados indicam que maior resposta (ca. 15%) foi obtida na condigdo que favorece a
formacdo do complexo [Cu(BQA),]* previamente a reacio com cianeto (condico Ill). Desta
forma, a solucdo do complexo pode ser utilizada como aceptora do HCN que difunde pela

membrana.
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Tabela 3.2 - Ordem de insercdo de amostra e reagentes na zona de amostra

Ordem Reagentes Sinal analitico*
I Cu(l)/amostra/BQA 0,42 £ 0,02
Il Amostra/Cu(l)/BQA 0,42 + 0,01
I Cu(l)/BQA/amostra 0,49 +£ 0,02

* diferenca entre o sinal de referéncia e aquele medido na presenca de cianeto

O numero de ciclos de amostragem (i.e. nimero de repeticdes da sequéncia R; e R;)
para formacdo do aceptor foi avaliado (entre 1 e 12 ciclos), utilizando 3 pulsos de cada
reagente em cada ciclo. Nao houve diferenga significativa no sinal analitico a partir de 4

ciclos, indicando que a condicdo de volume infinito foi alcancada.

O efeito da acidez no fluxo aceptor foi avaliado mantendo as condi¢Ges estabelecidas
nos estudos anteriores e observou-se que o sinal analitico tendeu a aumentar com menor

acidez (pH =9,0), Figura 3.7.
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Figura 3.7 - Efeito do pH da solu¢do aceptora sobre os sinais da referéncia (a) e obtidos na presenca
de CN 100 ug L™ (b). CondigBes: BQA 25 pumol L™*; NH,CH;COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); 4cido ascorbico
300 pumol L™; transportador: NH,OH 30 mmol L™
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Este aumento ocorre devido a melhor fixacdo de HCN em meio alcalino, conforme se
observa no diagrama de distribuicdo do HCN (Figura 3.8). A partir de pH 9,0 ocorre hidrélise
do metal, com decréscimo acentuado do sinal de referéncia. Apesar da maior resposta em
pH 9,0, optou-se por trabalhar em pH 7,0 como estratégia para evitar a hidrélise metdlica e
especialmente minimizar a interferéncia de sulfeto, cuja fixagao no aceptor requer pH mais

elevado (pKa; H,S = 13,8).
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Figura 3.8 - Diagrama de distribuicdo das espécies HCN e CN" em fungdo do pH (pKyeny = 9,2)

Uma vez que a proposta do trabalho é a determinacado da fracdo CDA, a préxima
etapa foi acoplar a camara de difusdo gasosa ao moédulo de analises. Alguns parametros
como a configuracdo da UDG, vazdo e o aumento momentaneo da pressao no canal doador
foram avaliados para aumentar a eficiéncia de difusdo e, consequentemente, a
sensibilidade. A primeira estratégia adotada foi ajustar a membrana hidrofébica
posicionando-a levemente estirada a fim de diminuir parcialmente a espessura. Entretanto,

este estiramento deve ser realizado com cuidado para ndo romper a membrana.
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Tanto o fluxo direto (ambas as solucbes fluindo no mesmo sentido) quanto o fluxo
inverso (contra-fluxo) entre as solu¢bes doadora e aceptora foram avaliados, sendo
observada maior difusdo em contra-fluxo (ca. 60% maior). Este comportamento estd
relacionado com o gradiente de concentra¢dao do gas na solugao, que pode variar com o
sentido do fluxo, uma vez que o HCN tem que ser formado em linha, difundir pela

membrana e ser fixado no aceptor.

O fluxo pulsado gerado pelas microbombas solenoide aumenta momentaneamente a
pressao no canal doador, favorecendo o desprendimento de gases e a difusdo de HCN. Na
literatura é mencionado que a geometria da camara de difusdo em espiral proporciona um
movimento turbulento e aumento de pressdo, favorecendo a difusdao [85]. Entretanto, efeito
oposto seria esperado no canal aceptor [85], sendo este um dos motivos para ter sido

explorada a parada de fluxo no aceptor na etapa de difusao.

O efeito da vazao sobre o sinal analitico é apresentado na Figura 3.9. A vazdo foi
variada alterando a frequéncia de pulsacdo da microbomba da amostra pelo software de
controle. Pela Figura 3.9 observa-se que o sinal analitico aumentou 33% quando a vazdo da
amostra diminuiu de 5 para 1 Hz durante a etapa de amostragem (equivalente a vazdes de 3
e 0,6 mL min™, respectivamente). Isto se deve ao maior tempo de residéncia da zona de
amostra (fluxo doador) em contato com a membrana de PTFE, favorecendo a difusdo. Este
resultado é coerente com o reportado na literatura [85]. O efeito da vazao do fluxo aceptor

foi também avaliado, mas ndo foi observada diferenca significativa nas respostas.
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Figura 3.9 - Efeito da vazdo sobre os sinais de referéncia (a) e obtidos na presenca de CN’
100 pg L™ (b). Condigdes: BQA 25 umol L™'; NH4CH3COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); acido ascérbico
300 pmol L'l; transportador: NH4,OH 30 mmol Lt

Visando maiores transferéncias de massa, as condi¢cdes experimentais do doador
foram avaliadas empregando diversos acidos minerais (HCI, HNO3 e H,SO4) contendo a

mesma concentrac¢do de H30" como fonte de prétons para geragdo de HCN (Figura 3.10).

Como a variacdo nas respostas foi menor que 2%, HCl foi selecionado por ser de facil
aquisicdo e menor custo, além de ja ter sido empregado em procedimentos que utilizam

difusdo gasosa de cianeto [114,115,116,118,120].
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Figura 3.10 - Efeito do tipo de acido na geracdao de HCN sobre os sinais de referéncia (a) e
obtidos na presenga de CN” 100 pg L™ (b). (1) HNOs 1,0 mol L% (I1) H,S04 0,5 mol L™ e (Ill) HCl
1,0 mol L. CondigBes: BQA 25 pmol L™*; NH,CHsCOO 0,4 mol L™ (pH 7,0); acido ascorbico
300 pmol L'l; transportador: NH4;OH 30 mmol Lt

Outras solucdes foram avaliadas como aceptoras de HCN e os resultados estdo
apresentados na Figura 3.11. NH,OH (30 mmol L), NaOH (20 mmol L?) e o préprio
complexo [Cu(BQA),]* formado em fluxo (R; + R,) foram avaliados objetivando maximizar a
fixacdo de cianeto. Para tanto, uma alteracao do médulo de analises foi requerida e consistiu
em posicionar a UDG diretamente no transportador, de modo a preencher toda a parte
superior da cdmara com o aceptor em estudo, antes da insercao dos reagentes na bobina
(B1). Nesta configuracdo, os reagentes eram inseridos logo apds a cdmara, por amostragem
binaria com o aceptor. Quando o aceptor foi a solucdo de NaOH, o sinal da referéncia foi trés
vezes menor devido a hidrdlise de cobre, o que dificultou a formacdo do complexo
(ICu(BQA),]*). Por outro lado, quando NH,OH e o préprio complexo [Cu(BQA),]* formado
em fluxo foram empregados como aceptores, observou-se que os sinais analiticos ndo foram

significativamente diferentes (Figura 3.11).
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Figura 3.11 - Efeito do aceptor para fixacdo do HCN sobre os sinais de referéncia (a) e obtidos na
presenca de CN” 100 ug L™ (b). Aceptores: (1) Complexo [Cu(BQA),]*; (1) NH,OH 30 mol L' e (IIl)
NaOH 20 mmol L™. Condig¢des: BQA 25 pumol L™; NH,CH;COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); 4cido ascérbico 300
pmol L transportador: NH;OH 30 mmol L?

Diversas concentracdes de NH4OH foram avaliadas visando a maior fixacdo de HCN
(Figura 3.12). Entretanto, nao foi observada melhora significativa do sinal em rela¢do ao uso
do complexo [Cu(BQA),]* como aceptor. Desta forma, a solugio do complexo foi utilizada

como aceptora, simplificando o médulo de analises.
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Figura 3.12 - Efeito da concentracdao de NH,OH como aceptor de HCN sobre os sinais de referéncia
(a) e obtidos na presenga de CN" 100 ug L (b). Condigdes: BQA 25 pumol L' NH,CHsCOO 0,4 mol L™
(pH 7,0); acido ascérbico 300 pmol L transportador: NH;OH 30 mmol L?
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O efeito da fragdo volumétrica amostra:HCl foi avaliado e as respostas sao
apresentadas na Figura 3.13. Considerando que HCI foi usado em largo excesso, o0 aumento
da fracdo volumétrica de amostra promoveu maior quantidade de HCN liberado e,

consequentemente, maior descoloracdo do complexo [Cu(BQA),]*.

A etapa de amostragem pode ser explorada para promover o enriquecimento do
analito [114]. O aumento da descoloragao do complexo, observado na Figura 3.13 indica a
boa mistura das solu¢des no fluxo doador, mesmo quando volumes elevados de amostra
foram utilizados. A proporc¢ao selecionada foi de 12 pulsos de amostra para 1 pulso de HCl a
cada ciclo de amostragem, como um compromisso entre sensibilidade e frequéncia de
amostragem. Apds a zona de amostra ter sido formada, o préprio HCl foi empregado como
transportador do doador para acentuar a formacdo de HCN e evitar o uso de uma solugdo

adicional.
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Figura 3.13 - Efeito da fracdo volumétrica sobre os sinais de referéncia (a) e obtidos na presenca de
CN 100 pg L™ (b). Condigdes: BQA 25 pmol L™; NH,CH;COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); acido ascérbico 300
pmol Lt transportador: NH,OH 30 mmol Lt
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O mesmo comportamento descrito anteriormente deveria ser observado alterando o

numero de ciclos de amostragem, devido ao aumento da massa de cianeto no fluxo doador.

Os resultados referentes a avaliagdo do efeito deste parametro estdo apresentados
na Figura 3.14. Como ndo houve diferenca significativa nas respostas na faixa avaliada (5 a
15 ciclos de amostragem), 10 ciclos de amostragem foram selecionados como um
compromisso entre sensibilidade e frequéncia de amostragem. Este resultado é
consequéncia da baixa eficiéncia de difusdao, ou seja, como somente uma pequena fracdo
difunde pela membrana, ndo se observa um efeito significativo com o aumento da massa de

analito no fluxo doador.
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Figura 3.14 - Efeito do numero de ciclos de amostragem sobre os sinais de referéncia (a) e obtidos na
presenca de CN 100 ug L™ (b). Condigdes: BQA 25 pumol L™*; NH,CH;COO 0,4 mol L™ (pH 7,0); 4cido
ascérbico 300 umol L™ transportador: NH,OH 30 mmol L™; proporgdo amostra:HCl 12:1

Um resumo das varidveis otimizadas, o intervalo de estudo e os valores selecionados
para cada parametro de interesse na determinacdo de CDA em aguas naturais é apresentado
na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Parametros otimizados para a determinacao de cianeto dissocidvel em acidos

Parametro Intervalo Valor selecionado
Concentragdo de cobre (umol L") 1,6 -15,7 7,9
Concentracio de acido ascérbico (umol L) 100-1200 300
Concentracdo de BQA (umol L) 10 - 100 25
Concentragio de NH,CH3COO (mmol L) 200-1200 400
pH do tampao 5,0-10,0 7,0
Pulsos de R; 1-18 3
Pulsos de R, 1-20 3
Pulsos de Rs 1-5 1
Pulsos de amostra 1-20 12
Frequéncia do pulso de amostra (Hz) 1-5 1
Ciclos de amostragem (aceptor) 1-12

Ciclos de amostragem (doador) 1-15 10

3.4. Caracteristicas analiticas e aplicacao

Nas condi¢Ges otimizadas (Tabela 3.3), o procedimento apresentou resposta linear de
5 a 200 pg L™, descrita pela equagdo A = (5,25 + 0,73) x 10 + (2,11 + 0,07) x 10 Cey
(r = 0,999) e os sinais transientes e a respectiva curva analitica sdo apresentados na Figura
3.15. Os sinais transientes indicam a estabilidade da linha de base e auséncia de efeito de
memodria nas determinacdes. O coeficiente de variacdo (n = 10) e a frequéncia de
amostragem foram estimados em 1,5 % e 22 determina¢des h™. O limite de deteccdo
(2,0 pug L") foi determinado experimentalmente pela comparagio dos valores de
absorbancia medidos na presenca e auséncia da amostra. A estratégia explorada foi
identificar a menor concentracdo de cianeto que produzisse um sinal de absorbancia
significativamente diferente da referéncia com 95 % de confianca (comparacdo de médias

usando teste t).
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Figura 3.15 - Sinais transientes e curva analitica para a determinacdao de CDA no sistema de andlises
em fluxo com multi-impulsdo. As condi¢des empregadas sdo descritas na legenda da Figura 3.1 e na
Tabela 3.3. Os nimeros sobre os sinais transientes indicam concentragdes de cianeto em ug L™ e Rs
corresponde ao sinal de referéncia

O procedimento consumiu somente 48,0 ng de Cu(ll), 5,0 nug de acido ascorbico e
0,9 ng de BQA por determinagao. Uma comparacdao das caracteristicas analiticas com as
obtidas em outros procedimentos para a determinacdo de cianeto é apresentada na
Tabela 3.4. Verifica-se que o procedimento proposto apresentou um dos mais baixos limites
de deteccdo (compativel com os limites estabelecidos pelas normas ambientais) combinado
com uma das mais altas frequéncias de amostragem entre os procedimentos que empregam

difusdo gasosa em linha.

Nos procedimentos desenvolvidos publicados na literatura (Tabela 3.4), menores
limites de deteccdo foram obtidos com prejuizo da frequéncia de amostragem [114,116] em
virtude do longo tempo requerido na etapa de difusdo para enriquecimento do analito.
Em outros procedimentos, ao contrario, maiores frequéncias de amostragem foram
alcancadas as custas de menor sensibilidade [112,120,129] ou sdo procedimentos
limitados para a determinacdo apenas de cianeto livre [108,123,126,143,144], ou seja,

sem a etapa de difusdo gasosa. Além disso, os procedimentos que empregam a separacao
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off-line da fracdo CDA [112,120,130] colocam em risco a seguranca do analista e aumentam
os riscos de erros. A maioria dos procedimentos mencionados nesta Tabela requer reagentes
altamente téxicos (e.g. nihidrina e acido barbiturico) e geram elevadas quantidades de
residuos, as quais sdo consideravelmente maiores que as gerados neste procedimento

[86,115,143].
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Estudos de recuperacdo de cianeto de diferentes complexos metdlicos foram
realizados (Tabela 3.5). Completa recuperagdao foi encontrada nos complexos labeis
formados com Cu(ll), Cd(ll), Ag(l) e Zn(ll) e baixos valores de recuperacado foram encontrados
com Ni(ll) (32%) e Co(ll) (26%), uma vez que os complexos sdao relativamente inertes. O
cianeto ligado a complexos inertes e estaveis (e.g. Fe(CN)s" e Fe(CN)g>) ndo foi detectado.
Estes resultados sdo coerentes com os encontrados na literatura [114], mostrando que o

procedimento proposto é uma boa alternativa para a determinagao de CDA.

Tabela 3.5 - Recuperacées de CDA em complexos metdlicos. NUmeros entre parénteses
indicam a razdo molar entre metal e cianeto

Espécies Recuperagdo (%)

(50 pg L de CN)) Procedimento proposto Procedimento de referéncia [114]

Cu* (1:3) 100 101
cd* (1:4) 101 97
Ag*(1:2) 107 100
Zn** (1:4) 105 98
Ni** (1:4) 32 20
Co(CN)e* 26 0

Fe(CN)g> 0 0

Fe(CN)g" 4 0

Hg** (1:2) 72 99
Hg®" (1:4) 78 102

A Unica discrepancia foi observada com os complexos de Hg(ll). Para a recuperacao
guantitativa de cianeto em complexos com estes metais é recomendada a adi¢do de ditizona
ou tetraetilenopentano a amostra, para formacdo de complexos mais estdveis devido a troca
de ligantes [86,111,114]. Os resultados obtidos no procedimento proposto sdo coerentes

com o observado em trabalho anterior [111] que compara trés procedimentos para a
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determinacdo de CDA. Neste trabalho, reporta-se que é esperada a recuperacdo incompleta
de cianeto ligado a niquel e mercurio, especialmente quando os complexos estdo em
maiores concentragdes. Entretanto, somente quantidades tracos destas espécies sao
usualmente encontradas em amostras de dguas naturais. Os complexos formados com ferro
sao menos toéxicos e ndo deveriam ser dissociados em acidos diluidos e este comportamento
foi observado tanto no procedimento proposto, quanto no de referéncia (recuperagao < 5%)

[114]. O mesmo comportamento é relatado na literatura [111].

Sulfeto é usualmente o principal interferente na determinacdo de CDA em aguas
porque H,S pode ser gerado nas mesmas condicdes operacionais e difundir pela membrana
de PTFE. No procedimento proposto, sulfeto pode competir com cianeto pela formagdo de
complexo com cobre. Este efeito foi avaliado com solugdes de cianeto (50 pg L) contendo
de5a50ug L™ de S* (Figura 3.16). Os resultados apresentados indicam que, na presenca de
até 40 pug L™ de S%, as diferencas nas respostas em relagdo a solucio de cianeto foram
menores que 5%. Nas condi¢des avaliadas, somente com 50 ug L de % (Figura 3.16-g)
houve uma redugdo de 7% na resposta em relagdo a observada na auséncia do interferente

(Figura 3.16-a).
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Figura 3.16 - Efeito da concentragdo de sulfeto sobre o sinal de absorbancia de 50 pg L™ de CN".
Valores de absorbancia medidos na auséncia de sulfeto (a) e na presenga de 5 ug L™ (b); 10 ug L™ (c);
20 pg L™ (d); 30 ug L' (e); 40 pg L™ (f) e 50 pg L™ (g) de sulfeto. Condigdes: BQA 25 pmol LY
NH,CH3CO0 0,4 mol L™ (pH 7,0); 4cido ascérbico 300 umol L™; transportador: NH,OH 30 mmol L™
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Foi verificado experimentalmente que um tratamento da amostra pela adicdo de
H,0, evitou a interferéncia de sulfeto pela oxidacdo a sulfato (Eq. 4.1). Com isto, a formacgao

do gas (H,S) que poderia difundir pela membrana seria evitada.

S¥ + 4 H,0, > SO,% + 4 H,0 (Eq. 4.1)

Para este estudo, a descoloragdo que ocorre numa solugdo de CN- (50 pg L") foi
comparada aquela observada na presenga de CN™ (50 ug L") + S* (com 200 ug L) visando
determinar o volume de peréxido suficiente para suprimir a interferéncia (Figura 3.17).
Observa-se a reducio gradual (de 17% para 3% nas respostas b,c,d,e) da interferéncia de S*
pela adicdo de H,0, até 125 ulL. Desta forma, optou-se por utilizar 125 pL H,0,
(concentracdo final equivalente a 1,6 mmol L"), levando em consideragao que 200 pg L' de
$* é uma concentragdo consideravelmente maior que a esperada em amostras de aguas

naturais (a concentragdo limite estabelecida pela legislagdo ambiental é de 2 ug L™ H,S

[109]).
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Figura 3.17 - Efeito da adigdo de H,0, sobre a interferéncia de sulfeto. Solugdes contendo CN" 50 ug
L™ CN'(a) ou CN' 50 pg L™ + S* 200 pg L™ (b-f). Medidas apds a adigdo de 0 pL (b); 25 pL (c); 50 pL (d);
100 pL (e) e 125 pL (f) de H,0,(30% v/v)
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Outra estratégia para a remocao da interferéncia de sulfeto consiste na adicdo de um
ion metdlico que forme complexo ldbil com CN™ (e.g. Cu(ll)) para a formagdo de espécies
estdveis com o interferente (Kps(cus) = 36,1), consequentemente, suprimindo a liberagdo de
H,S. Para avaliar a viabilidade da proposta, um estudo foi realizado empregando uma
solugdo 50 pg L™ de cianeto contendo 200 ug L de S¥ e adigao de 125 pulL de H,0,
comparada a adi¢ao de 130 pg L™ de Cu(ll) nas mesmas condi¢des. A descoloragio de
50 pg L™ de cianeto apresentou 0,926 como resposta em absorbancia. A resposta da adicdo
de peréxido foi 0,911 e a adicdo de cobre foi 0,933. Neste sentido, observou-se que a adicao
de 130 ug L™ de cobre na amostra suprimiu a interferéncia de 200 pg L™ de S* (diferenca
inferior a 1,4% em relacdo a resposta na auséncia do interferente) semelhante ao observado

com a adicdo de perdxido.

O efeito da concentracdao de cobre para evitar a formagdao de H,S foi avaliado até
260 ug L't sem afetar o sinal analitico. Entretanto, acima desta concentracao, observou-se
interferéncia negativa causando supressao nas respostas devido a competicao de cobre para
formacdo de complexos com cianeto. Apesar da adi¢cdo de cobre ser uma estratégia viavel
para evitar a interferéncia de sulfeto, optou-se por trabalhar com H,0,, haja vista sua
eficacia na supressao de interferéncia sem afetar os sinais analiticos, além de ser

ambientalmente amigavel.

O efeito de outros anions que poderiam formar espécies volateis em meio acido
(sulfito, tiocianato e nitrito) também foi avaliado. O estudo foi realizado comparando as
respostas para solugdes contendo 50 pug L™ de CN” na auséncia e presenca de até 100 mg Lt
de nitrito, tiocianato e sulfito. Os resultados indicaram que ndo houve interferéncia na
resposta analitica para cianeto. Provavelmente devido ao curto tempo de residéncia,
necessario para formacdo do gas (HCN) durante a etapa de amostragem. Este mesmo
comportamento ja foi reportado na literatura [111], sendo enfatizada a auséncia de

interferéncia por estas espécies em procedimentos em fluxo. Além disso, estas

concentragdes sdo muito superiores as esperadas em amostras de aguas naturais.

O procedimento proposto foi aplicado a amostras de dguas naturais apds adi¢do de

25 ou 50 pg L™ de cianeto e os resultados s3o apresentados na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 - Valores médios e incertezas (n=3) para a determinagao de CDA apés adigdo de
25 ou 50 pg L™ de cianeto em amostras de dguas naturais

Amostra Procedimento proposto (ug LY Método de referéncia (ug LY
[114]
1 20,0+0,1 21,7+0,7
2 42,5+0,2 41,9+1,8
3 19,4 +£0,1 18,5+1,2
4 38,9t0,6 39,7+0,4
5 31,1+0,1 30,1+1,6
6 54,4+0,2 544+1,0
7 29,8 £0,7 28,9+0,8
8 54,6 +0,2 53,7+1,0
9 28,5+0,3 29,3+1,0
10 45,8 £ 0,2 46,5+ 1,0

Para avaliacdo de exatiddo do procedimento, a Tabela 3.6 apresenta também os
resultados obtidos empregando o procedimento fluorimétrico de referéncia [114]. Pela
comparacado utilizando teste t pareado, verificou-se que os resultados foram concordantes
com 95% de confianca. Nas amostras pode-se observar que algumas concentracdes de
cianeto determinadas se encontram abaixo das quantidades adicionadas (25 e 50 pg L™ de

CN’) devido a formacdo de complexos inertes com espécies presentes na matriz.

3.5. Conclusoes

O procedimento proposto é confidvel, rapido, econdmico e representa uma
alternativa ambientalmente amigavel para a determinacdo de cianeto dissociavel em acidos
em aguas naturais. O sistema em fluxo com multi-impulsao foi explorado para aumentar a
eficiéncia de difusdo e um método inovador baseado na descoloracdo do complexo

[Cu(BQA),]* para determinacdo indireta de cianeto foi proposto. Espectrofotometria com
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longo caminho Optico foi explorada para aumentar a sensibilidade demonstrando
pioneiramente que é viavel seu emprego na descolorimetria. A etapa de difusdo gasosa
possibilitou a separacdo das espécies presentes na matriz. A incorporacao da difusdo em
linha evitou a contamina¢ao da amostra, minimizou riscos ao analista em comparagdo ao
procedimento em batelada [86] e o risco de erros experimentais. Vantagens adicionais em
relacdo aos procedimentos em fluxo que determinam a fragdo CDA em linha podem ser
destacadas (i) o procedimento apresenta um dos menores limites de deteccdo (coerentes
com os limites de cianeto estabelecidos pela legislagdo ambiental); (ii) ndo utiliza reagentes
toxicos e (iii) apresenta elevada frequéncia de amostragem (22 h™!). Estas caracteristicas
tornam o procedimento atrativo para andlises de rotina visando o monitoramento

ambiental.
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4. NOVA ABORDAGEM PARA A EXTRACAO EM PONTO NUVEM EM SISTEMAS DE
ANALISES EM FLUXO

4.1. Introducgao

A extracdo em ponto nuvem tem sido largamente explorada como uma alternativa
limpa a extragdo liquido-liquido convencional [145]. Entretanto, este procedimento em

batelada apresenta algumas limita¢des, conforme descrito no item 1.2.2.

Na primeira implementagdo da EPN em sistemas de analises em fluxo foi realizado
apenas o transporte da fase rica em surfactante (FRS) para um espectrémetro de absorcao
atémica com chama, visando a determinacdo de uranio. Nesta proposta, a EPN foi realizada
em batelada empregando Triton X-114 como surfactante apds complexacdo com
1-(2-piridilazo)-2-naftol. Antes da insergao no sistema de andlises em fluxo, a FRS foi diluida
com HCI [146]. Apds esta aplicagdo, varias propostas para determinacdo e/ou especiagdo de
metais foram desenvolvidas neste sentido, envolvendo diversas técnicas de detec¢do. Ag,
As, Au, Cd, Cu, Pb e Se foram determinados em aguas por espectrometria de massas com
plasma acoplado indutivamente apds formacdo de complexos hidrofébicos com O,0O-dietil-
ditiofosfato de amoénio [147]; em outra aplicacdo, Fe, Co e Ni foram determinados em
amostras de aguas (rio e mar) por espectrometria de absor¢do atdmica com chama, apds
complexacdo com pirrolidino ditiocarbamato de amoénio [148]; cromo foi determinado em
aguas de mar e formulagdes farmacéuticas por espectrofluorimetria apds complexagao por
8-hidroxiquinolina [149]; especiacdo de ferro em aguas foi realizada por espectrometria de
absorcdao molecular ou atémica [150] e; a EPN foi utilizada para a pré-concentracdo de
mercurio em aguas, apdés complexacdo com (5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol e
deteccdo por espectrometria por emissdo optica com plasma acoplado indutivamente [151].
Todas as aplicagdes mencionadas realizaram diluicdo da FRS antes da inser¢do no sistema de
deteccdo utilizando uma solucdao metandlica [147 - 150] ou 4acida [151]. A importancia da
exploracdo dos sistemas FIA para transporte da fase rica ao sistema de deteccdo é no
sentido de controlar eficazmente os micro volumes de amostra contendo o analito pré-
concentrado, garantir a reprodutibilidade das medidas [148], além de reduzir as

possibilidades de contaminagdes.
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Somente em 2001, a mecanizacdo da EPN em sistemas de analises em fluxo foi
proposta por Fang et al. [152] para a determinagdo de porfirinas em urina. Solu¢des de
amostra, contendo o surfactante (Triton X-100), foram misturadas por confluéncia com uma
solugdo salina ((NH4),S04) para induzir o ponto nuvem. A FRS foi retida em uma coluna
empacotada com material filtrante (e.g. algoddo, 13 de vidro ou filtros de cigarro). Apds a
eluicdo com acetonitrila, a FRS foi misturada com reagentes para detec¢do por

guimiluminescéncia explorando o sistema peroxioxalato.

Segundo os autores, algumas dificuldades frequentemente encontradas para
automatizar a EPN em fluxo tiveram de ser superadas: (i) a dificuldade de aquecimento foi
contornada explorando o efeito salting out para inducao do ponto nuvem pela adicdo de
sais; (ii) a separacdo de fases que geralmente é realizada em batelada por centrifugacao foi
realizada pela retencdo da fase rica em uma coluna contendo material filtrante e eluigao
com um solvente; (iii) os problemas de espalhamento de radiacdo nas determinaces
espectrofotométricas do analito pela presenca de agregados de surfactantes foi resolvido
empregando deteccdo por quimiluminescéncia. Apesar das estratégias inovadoras, este
procedimento apresenta algumas desvantagens, como a necessidade de adicdo de
surfactantes as amostras antes da insercao no sistema FIA e eluicdo da FRS com um solvente
organico, diminuindo a potencialidade em ser ambientalmente amigdvel e causando perda

de sensibilidade pela dilui¢ao.

A EPN associada aos sistemas de anadlises em fluxo foi proposta em diversos trabalhos
para a determinag¢ao de metais, sendo usual a estratégia explorada por Fang et al. [152],
i.e. a retencdo e eluicdo da FRS com uma coluna empacotada. A primeira aplicacdo
reportada na literatura foi a determinacdao de cromo em aguas de mar e efluentes baseada
no seu efeito catalitico sobre a reacdo entre perdxido de hidrogénio e luminol [153]. Uma
mistura de surfactantes (dodecil sulfato de sédio e Triton X-114) foi adicionada a amostra
antes da introducdo nos sistemas FIA e a adicdo de sais foi explorada para inducdo do ponto
nuvem em fluxo. Em outras aplicacdes, mercurio foi determinado por espectrofotometria
com eluicdo por agua quente [154] e a especiacdo de antiménio foi realizada por
espectrometria de emissdo dptica com vaporizacdo eletrotérmica (ETV-ICP OES) apds eluicao
por acetonitrila [155]. Para a especiacdo, ap6s a determinacdo de Sb(lll), a espécie

pentavalente foi reduzida com L-cisteina em batelada. A FAAS foi empregada para a
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determinacdo de prata com eluicdo por tetrahidrofurano [156], determinacdo de manganés,
com elui¢ao por 0,05 mol L™t H,S0, [157] ou 0,5 mol L™ de HNO3 [158], ions metalicos com
eluicdo por 0,5 mol L'* de HNO; acrescido de acetona 50% [159]. Visando a detec¢do por
espectrometria de absor¢do atomica com atomizagao eletrotérmica (ETAAS), um reator de
politetrafluoretileno (PTFE) enovelado ou uma coluna preenchida com silica gel substituiram
as usuais colunas preenchidas com algodao para a retencao da FRS na pré-concentracao de
cobalto [160] e chumbo [161], respectivamente. Alguns trabalhos tém explorado um
dispositivo de aquecimento para a formacdo do ponto nuvem [162] ou para favorecer a EPN

em conjunto com o efeito salting out [154,163].

A EPN em fluxo também tem sido explorada antes da separa¢dao cromatografica.
Hidrocarbonetos policiclicos aromdaticos (HPA) foram extraidos do solo explorando EPN e a
fase rica foi retida em uma coluna contendo silica-gel, seguida de eluicdo por

acetonitrila/agua (7:3) e separacgdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) [164].

Uma nova abordagem para evitar a eluicdo da FRS previamente a medida foi
proposta e consistiu em posicionar a coluna preenchida com algoddo em frente a uma
fotomultiplicadora, para determinacdo de bilirrubina por quimiluminescéncia em amostras
de soro humano [165]. Esta estratégia demonstrou ser atrativa por possibilitar a pré-
concentracdo e deteccdo simultdanea pelo aprisionamento dos agregados micelares na
coluna, sem a diluicdo da amostra na eluicdo. Contudo, apesar da potencialidade, esta

estratégia ainda ndo foi explorada com outras formas de deteccdo.

Apesar da extensa aplicagdo da EPN em fluxo, a associacdo aos métodos
espectrofotométricos é escassa, apenas a determinacao de mercurio [154] e aluminio [166]
sdo encontrados na literatura. No estudo para a determinacdo de mercurio, as etapas de
extracdo, pré-concentracdo e eliminacdo da interferéncia de Fe(lll) foram realizadas em
linha. Apesar da adicdo de sais para a indugdo do ponto nuvem pelo efeito salting out, o
reator foi mergulhado num banho com temperatura controlada. A retencdo da FRS foi
realizada uma coluna preenchida com algodao e eluicdo por dgua quente [154]. No caso da
determinacdo de aluminio, a EPN foi realizada em batelada e a FRS foi inserida por um
sistema de analises em fluxo em uma coluna de HPLC [166]. A dificuldade para a deteccao

espectrofotométrica apds a EPN em fluxo se deve as elevadas concentracbes de sais e
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surfactante na zona de amostra, que podem causar espalhamento da radiacdo e efeito
Schlieren, afetando a precisdo e a exatiddao [167]. Portanto, novas abordagens para o

acoplamento da EPN aos sistemas FIA com deteccao espectrofotométrica sdo necessarias.

Este capitulo da Tese apresenta novas abordagens para a EPN em fluxo em sistemas
com multi-impulsdo (MPFS-EPN). Microbombas solenoide foram empregadas para modular
as vazOes, melhorar as condi¢des de mistura e favorecer a formagao do ponto nuvem. As
medidas espectrofotométricas foram realizadas diretamente na FRS, que foi
temporariamente retida na cela de medida, visando aumento da sensibilidade. Além destas
inovacoes, uma reacdo de neutralizacdo em fluxo foi explorada para induzir o ponto nuvem

pela geracdo de calor e sais, evitando o uso de aquecimento externo.

O procedimento foi aplicado a determinacdo de ferro em aguas, materiais vegetais e
alimentos. Ferro é um micronutriente essencial para as plantas e participa de importantes
processos metabdlicos como respiracdo, fotossintese, fixacdo de nitrogénio, sintese de DNA
e hormonios. A sua deficiéncia causa um distdrbio nutricional e limita a produtividade
agricola, sendo usual o emprego de adubos contendo ferro disponivel [168]. Por outro lado,
altas concentracdes dessa espécie podem ser tdxicas para as plantas, causando estresse
oxidativo que afeta a concentracdo de oxigénio nos compartimentos subcelulares [169]. Em
vista destes aspectos, é elevada a demanda por analises de ferro em materiais vegetais para

estudos agronGmicos.

4.2 Experimental
4.2.1. Equipamentos e acessorios

O sistema de analises em fluxo foi composto por 4 microbombas solenoide (Biochem
Valve) com volume nominal de 10 uL, uma valvula solenoide de trés vias (NResearch), tubos
de PTFE de 0,8 mm para as linhas de transmissdo e conectores de acrilico. A afericdo
realizada pesando o volume de dgua dispensado em 100 pulsos indicou que as microbombas

solenoide Py, P, P3 e P, dispensavam 11, 10, 13 e 8 L por pulso, respectivamente.
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Os dispositivos ativos foram controlados por um computador Pentium | equipado
com uma interface paralela e um circuito integrado (ULN2803) para a compatibilizacdo da
corrente. Uma fonte de 12 V foi utilizada para alimentacdo dos solenoides. Um software
desenvolvido em linguagem Visual Basic 6.0 foi empregado para controle dos dispositivos. As
medidas foram realizadas com um espectrofotémetro multicanal do tipo CCD (Ocean Optics,
modelo USB2000) que consiste numa rede de difragdo com 600 linhas/mm com arranjo
linear de 2048 fotodetectores CCD. A aquisicdo de dados foi realizada empregando o
software (OOIBase32) fornecido pelo fabricante. Cabos de fibra éptica foram utilizados para
o transporte da radiacdo da lampada de tungsténio-halogénio (Ocean Optics, modelo LS-1)
até a cela de fluxo no formato Z (20 mm de caminho 6ptico, material PEEK, Ocean Optics) e
da cela para o espectrometro. Um filtro de algoddo (ca. 1,0 mg) foi cuidadosamente
introduzido na saida da cela de fluxo para retencdo da FRS diretamente no caminho dptico.
O filtro de algodao foi substituido periodicamente para evitar entupimento e garantir a
efetiva retencdo da FRS. A substituicdo é rdpida (ca. 1 min) e reprodutivel (variacdes nas

respostas foram menores que 10%).

Uma chapa aquecedora com controle de temperatura foi utilizada nos experimentos
em que o ponto nuvem foi induzido por aquecimento externo. Neste caso, o reator foi

inserido num banho de areia para distribuicdo homogénea de calor.

4.2.2. Reagentes e solugbes

Todas as solugdes foram preparadas com dgua deionizada (resistividade > 18 MQ cm)
e reagentes com grau analitico. Uma solucdo estoque de 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN,
Merck) 5 mmol L* foi preparada pela dissolucio do reagente em etanol absoluto e o
reagente de trabalho foi preparado diariamente pela diluicdo do estoque. O reagente
cromogénico foi preparado contendo TAN 800 mmol L™ em Triton X-114 1,5% (m/v) e acido
ascorbico 4,0% (m/v) em meio de NH,CH;COO 0,5 mol L* (pH 5,5). Para a etapa de
neutralizagdo em linha, o reagente R, (solugdo neutralizante) foi preparado com NaOH

1,4 mol L'* e NaCH3CO0 1,6 mol LY, a partir de solugGes estoque de NaCH;COO 4,0 mol Lte
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de NaOH 10,0 mol L™ padronizadas por titulacdo de hidrogenoftalato de potdssio, usando
fenolfateina como indicador [139]. Solu¢des de referéncia de ferro foram preparadas entre
10 e 200 pg Lt pela diluicao de solugdo estoque 1000 mg L™ em HNO; 0,014 ou 0,67 mol L™.
Agua ou NaCH5COO 0,1 mol L™ foram usados como transportadores nos sistemas de analises

em fluxo com aquecimento externo ou com neutralizacdo em linha, respectivamente.

As amostras de dguas foram coletadas de rios da regido de Piracicaba-SP, filtradas em
membranas de acetato de celulose 0,45 um, acidificadas com HNO3 0,014 mol L't e mantidas
sob refrigeracdo a 4 °C. Previamente as medidas, as amostras foram estabilizadas a

temperatura ambiente.

As amostras de materiais de referéncia certificados foram digeridas com &cidos
diluidos e aquecimento assistido por micro-ondas, utilizando 250 mg de amostra, 6 mL de
HNO3 20 % (v/v) e 2 mL de H,0, 30% (v/v). A temperatura foi gradualmente aumentada até
200 °C (rampa de 20 min) e mantida nesta temperatura por mais 20 min. Apds os digeridos
serem resfriados a temperatura ambiente, as amostras foram diluidas até 25 mL com agua

deionisada [170].

4.2.3. Procedimento

O sistema de andlises em fluxo (Figura 4.1) foi operado segundo a descricdo da
Tabela 4.1. A amostra e o reagente foram misturados por amostragem binaria com 10 ciclos
de amostragem formados por 2 pulsos de amostra (Etapa 1), 1 pulso de reagente
cromogénico (Etapa 2) e 1 pulso de solucdo neutralizante (Etapa 3, requerida apenas para
neutralizacdo em linha). A zona de amostra foi transportada (Etapa 4) até a cela
espectrofotométrica passando pela bobina de reacdo B para mistura, formag¢do do complexo
hidrofébico e EPN. A fase rica em surfactante foi temporariamente retida no interior da cela
de fluxo, com detec¢do simultanea a 787 nm (Etapa 5). Apds a aquisicdo do sinal, a
frequéncia de atuacdo da microbomba solenoide (P,) foi alterada para 2 Hz para acelerar a
limpeza do percurso analitico (Etapa 6). Para a substituicdo da amostra, as microbombas

solenoide P, e P, foram sequencialmente ativadas, juntamente com a vélvula solenoide V,
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para direcionar o excesso de solu¢cdo de amostra ao descarte (Etapa 7). As microbombas
solenoide P,, P3 e P, operaram com 5 Hz durante a etapa de amostragem e P; a 1 Hz durante
a propulsdo da zona de amostra através da bobina de reacdo até a cela de fluxo. Quando
empregado, a temperatura do aquecedor foi mantida a (40,0 + 0,1) °C. A temperatura

ambiente foi sempre mantida em (25 + 1) °C.
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Figura 4.1 - Sistema de analises em fluxo com multi-impulsdo para extragdo em ponto
nuvem. P1-P4: microbombas solenoide; R;: reagente cromogénico (TAN 800 pumol L+ Triton
X-114 1,5 % (m/v) + acido ascorbico 4% (m/v) em tampdo acetato 0,5 mol LY pH 5,5); B:
Bobina de reacdo de 100 cm; A: amostra; V: valvula solenoide de trés vias; DET: cela de fluxo
no formato em Z (20 mm, 52 pL de volume interno) acoplada ao espectrofotémetro; a: fibras
Opticas; b: entrada da cela de fluxo; c: saida da cela de fluxo; d: porcdo de algoddo; D:
descarte; x: ponto de confluéncia. Sistema em fluxo com aquecimento externo — C:
transportador (dgua); linhas pontilhadas indicam reator aquecido a 40,0 + 0,1 °C. Sistema
em fluxo com neutralizagdo em linha — R,: solugio neutralizante (NaOH 1,4 mol L™ e
NaCH5COO 1,6 mol L' de) e C: transportador (NaCH;COO 0,1 mol L™)
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Tabela 4.1. Rotina de acionamento dos dispositivos para a extracdo em ponto nuvem em

fluxo
Etapa Fungao Microbomba Volume (uL)
1° Inser¢do de amostra P, 20
2° Adicao de reagente cromogénico Ps 13
3? Neutralizacdo/tamponamento P, 8
4° Transporte pela bobina de reagdo P, 660
5P Leitura do sinal analitico P, 330
6° Limpeza do sistema P, 440
7¢ Substituicdo da amostra P, 600
P, 330

210 ciclos de amostragem; Microbombas operadas a 5 Hz (a, d), 1 Hz (b) ou 2 Hz (c); “Vélvula V
acionada. A etapa 3 foi usada apenas para inducdo do ponto nuvem por neutralizacdo em linha.

Antes das medidas espectrofotométricas, o tempo de integracdo do
espectrofotdmetro CCD foi ajustado para atingir um valor de absorbancia minimo (entre
0,150-0,200) durante o processamento da solucdo do branco (agua), substituindo a amostra.
O sinal analitico foi baseado na diferenca dos valores de absorbancia na presenca e na
auséncia de analito (branco). Todas as medidas foram baseadas na altura dos sinais e

realizadas em triplicata.

4.2.4. Procedimento de referéncia

O procedimento de referéncia para analise das amostras de agua foi baseado na
medida espectrofotométrica do complexo ferro-fenantrolina descrito pelo Standard
Methods [86], porém com reducdo de 10 vezes dos volumes de todas as solucdes. Neste
procedimento, Fe(lll) foi reduzido com hidroxilamina e a reacdo com fenantrolina foi
realizada em meio de tampao acetato, pH 4,7. No protocolo para a construcdo da curva de
calibracdo, baldes volumétricos de 10 mL foram utilizados para a adicdo de diferentes
aliquotas de solugdo de Fe(lll), 0,1 mL de hidroxilamina 10% (m/v), 0,1 mL de tampao
acetato (3 mol L), com a adic3o de 4gua até o volume de 7,5 mL; em seguida, foi adicionado
1,0 mL de solucdo de fenantrolina 10% (m/v) e o volume foi ajustado até 10 mL com agua.
Apds 10 min, as medidas espectrofotométricas foram realizadas. A solugdo para a medida do

branco foi obtida pelo mesmo protocolo, porém sem a adicdo de ferro. Para aumentar a
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sensibilidade e permitir a quantificacdo de ferro nas amostras, uma cela de fluxo de 100 cm,
baseada em um guia de ondas de silica fundida recoberta com Teflon AF 2400 foi utilizada

[170].

4.3. Resultados e discussao
4.3.1. Aspectos gerais

O procedimento baseou-se na rea¢do entre ions Fe(ll) e o reagente cromogénico
1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN), na proporcao estequiométrica ferro(ll)-TAN 1:2, na presenca
de um agente redutor. O complexo é formado imediatamente apds mistura dos reagentes e
permanece estavel por até 2 horas [171]. O complexo Fe(ll)-TAN absorve radiacdo em dois
comprimentos de onda na regido visivel (560 e 787 nm). Neste trabalho, o segundo
comprimento de onda foi selecionado visando maior seletividade, uma vez que outros
complexos metal-TAN absorvem radiacdo em torno de 560 nm, podendo causar
interferéncias espectrais. O complexante apresenta maximo de absor¢do de radiacdao em
487 nm (pH 4,75) e ndo contribui significativamente como espécie absorvente no
comprimento de onda de 787 nm. A Figura 4.2 apresenta os espectros de absor¢dao do

complexo ferro(ll)-TAN e da solucdo do branco.
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Figura 4.2 - Espectros de absor¢do do complexo Fe(ll)-TAN (a) e da solugdo de branco (b). Condigdes:
TAN 0,4 mmol L™; acido ascérbico 4% (m/v); NH,CH;COO 0,5 mol L™ (pH 5,5)
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Novas estratégias foram adotadas para superar os inconvenientes usualmente
encontrados na EPN em fluxo tais como a necessidade de eluicdo da FRS previamente a
medida, que causa diluicdo e, na maioria das vezes, requer solventes organicos
[152,155,156,159,164]. A FRS foi temporariamente retida no interior da cela de fluxo,
possibilitando o monitoramento simultaneo da absorbancia, antes da remogao pelo préprio
transportador, apds aumento da frequéncia de pulsacdao da microbomba correspondente
(Figura 4.1-P;). Esta estratégia foi eficiente devido ao fluxo pulsado, inerente as
microbombas solenoide, que possibilitou a rapida remoc¢do da FRS sem causar deriva da

linha de base.

Duas estratégias foram exploradas para a indu¢dao do ponto nuvem em fluxo. Na
primeira, foi realizado aquecimento a temperatura controlada por um dispositivo externo.
Na Figura 4.3 é apresentado o efeito da temperatura sobre os sinais do branco e da solugao
de Fe(lll) 1 mg L™, sendo possivel observar que o sinal analitico, referente a diferenca entre
referéncia e branco, atingiu o maximo a 40 °C (0,420), sendo a temperatura medida
diretamente no banho de areia. As menores respostas abaixo de 40 °C indicam que n3o
houve calor suficiente para a efetiva separacdo de fases. Acima de 40 °C, a temperatura
pode ter sido demasiadamente elevada a ponto de prejudicar a retencdo da FRS na cela de

medida devido a diminuicdo de viscosidade.
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Figura 4.3 - Efeito da temperatura sobre os sinais da solugdo de Fe(lll) 1 mg L™ (a) e do branco (b).
Condigbes: TAN 400 pmol LY Triton X-114 1,5 % (m/v); acido ascorbico 4% (m/v); NH,CH;COO
0,5 mol L™ (pH 5,5)
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Na segunda estratégia, uma reacdo de neutralizacdo em linha foi explorada para
fornecer calor para indu¢dao do ponto nuvem. Esta estratégia foi aplicada as amostras
digeridas com 4cidos diluidos (e.g. digeridos de materiais bioldgicos e alimentos), que
requerem ajuste de acidez para a formagao do complexo. Para que a proposta seja vidvel, o
calor proporcionado pela reacdo de neutralizacdo em linha, juntamente com a geracao de
sais, devem ser suficientes para induzir o ponto nuvem. Por esta razao, Triton X-114 foi o
surfactante selecionado por apresentar ponto nuvem entre 22 e 25 °C. Reacdo de
neutralizacdo em linha foi previamente explorada para aumentar a velocidade de reacdo de
Berthelot para a determinagdo de amoOnio em amostras digeridas com acido sulfurico [172].
Nas condicGes descritas na Tabela 4.1, verificou-se que a temperatura no sistema em fluxo
ficou préxima a 32 °C e que a reacdo de neutralizacdo forneceu calor suficiente para

promover a separacado de fases.

Dois materiais filtrantes (algoddo e membrana de poliéster 270 mesh), posicionados
na cela de medida conforme indicado na Figura 4.1, foram avaliados para a retencao
momentanea da FRS, sem impedir a passagem do fluido. Foi também considerada a resposta
obtida na auséncia do material filtrante, sendo observado que a retenc¢do da FRS no caminho
Optico com membrana de poliéster aumentou o sinal em 40%. Na comparagao entre algodao
e membrana de poliéster (Figura 4.4) verifica-se que o algoddo foi mais efetivo para a
retengdo da FRS, com um aumento de 25% na resposta. A diferenga entre os resultados
obtidos com algoddo e a membrana deve-se essencialmente a reducdo dos sinais do branco.
Outra vantagem, observada no decorrer dos experimentos empregando algodao como
material filtrante é a maior repetibilidade dos sinais transientes. Além disso, algodao é mais
acessivel e pode ser facilmente removido da cela de fluxo, facilitando a rapida substituicao,

sendo selecionado para os experimentos futuros.
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Figura 4.4 - Comparacdo entre algodao (I) e membrana de poliéster (Il) como materiais filtrantes para
a retencdo da FRS na cela de medida: (a) sinais do branco e (b) solugdo de Fe(lll) 1 mg L™. CondicBes:
TAN 400 pmol LY Triton X-114 1,5 % (m/v); acido ascorbico 4% (m/v); NH,CH;COO
0,5 molL™ (pH 5,5)

Os volumes dispensados pelas microbombas solenoide, que apresentam baixo
torque, sdo criticamente dependentes da contra-pressdo no percurso analitico. Um
decréscimo de 30% do volume dispensado foi observado devido ao posicionamento do
algodado na saida da cela de fluxo. Entretanto, a reprodutibilidade ndo foi afetada e o efeito
foi compensado pela afericdo periddica de cada microbomba nas condi¢des experimentais

definidas na EPN em fluxo.

Durante os experimentos com aquecimento da zona de amostra para a indugao do
ponto nuvem, verificou-se uma frequente formacdo de bolhas. Uma estratégia simples foi
adotada para superar este problema - um reator de menor diametro (0,5 mm, 300 cm) foi
posicionado na saida da cela de fluxo. A presenca do reator promoveu um leve aumento da
pressdo, evitando a geracdo de bolhas pelo desprendimento de gases dissolvidos,
melhorando significativamente a repetibilidade, conforme se observa na Figura 4.5. Cabe
destacar que nova afericdo dos volumes dispensados pelas microbombas foi realizada na
presenca deste reator, ndao sendo observada qualquer variagdo nas vazdes obtidas

anteriormente.
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Figura 4.5 - Comparagdo das respostas sem (l) e com (ll) a adaptacdo de um tubo de 0,5 mm de
didmetro (300 cm de comprimento) na saida da cela de fluxo: (a) sinais do branco e (b) solucdo de
Fe(lll) 1 mg L. Condicdes: TAN 400 umol L; Triton X-114 1,5 % (m/v); acido ascérbico 4% (m/v);
NH,CH;COO0 0,5 mol L™ (pH 5,5)

O espalhamento de radiagdo causado pelo surfactante no meio reacional influencia
as medidas espectrofotométricas, comprometendo a precisdio e a exatiddao do
procedimento. Além disso, o aumento significativo do sinal do branco compromete a faixa
de resposta e pode afetar o limite de detec¢ao. O mesmo problema é usualmente observado
em espectrofotometria em fase sélida [84]. Para contornar este inconveniente, duas
estratégias foram avaliadas. Na primeira, avaliou-se a possibilidade de corre¢do por medidas
de absorbancia em dois comprimentos de onda (787 e 850 nm), tomando a diferenca entre
as respostas como parametro analitico. Os sinais corrigidos (Figura 4.6) indicam que a
estratégia foi eficiente para compensar o efeito do espalhamento de radiacdo. O
comprimento de onda de referéncia (850 nm) foi selecionado em fung¢do da menor absorcao
de radiacdo pelo complexo, como pode observado na Figura 4.2. Esta correcao pode ser
facilmente realizada pelo proprio software do espectrofotémetro multicanal, sem alteracao
no tempo de medida ou na configuracdo do sistema de analises em fluxo. Cabe destacar que
a intensidade da perturbacdo por espalhamento de radiacdo deve ser a mesma em ambos os

comprimentos de onda para assegurar a eficdcia desta estratégia [167].
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Figura 4.6 - Estratégia para a compensacdao de espalhamento de radiagdo com base em medidas
espectrofotométricas em dois comprimentos de onda: (a) respostas do branco e (b) solucdo de Fe(lll)
1 mg L™. Sinais transientes referem-se a 787 nm (—); 850 nm (—) e diferenca entre os valores de
absorbancia (—). Condiges: TAN 400 pumol L™; Triton X-114 1,5 % (m/v); 4cido ascérbico 4% (m/v);
NH,CH5COO 0,5 mol L™ (pH 5,5)

Na segunda estratégia, ajustou-se o tempo de integracdo (diretamente no software
do espectrofotdmetro) com a solugdo branco na cela de medida, visando compensar a
perturbacdo por espalhamento de radiacdo. Esta estratégia corresponde ao ajuste de zero
com a FRS sem o analito, semelhante ao empregado em espectrofotometria em fase sdlida.
O ajuste foi feito de forma a gerar valores mensuraveis, porém minimos, na presenca da FRS,
pois tempos de integracdo excessivos afetariam a resposta analitica, inviabilizando a
deteccdo de menores concentragcdes do analito. Com esta estratégia, a magnitude do branco
foi minimizada (0,180 + 0,003, n = 15) e, conforme se observa na Figura 4.7, o sinal analitico
ndo foi significativamente afetado. Uma vez que esta estratégia é mais geral e pode ser
aplicada em outros procedimentos, foi selecionada para os experimentos posteriores.
Entretanto, deve-se ressaltar que a aparente estabilidade da linha base observada com esta
estratégia deve-se a medida em condicdes de saturacdo do sistema de detecc¢do na auséncia
de surfactante. Esta condigao nao afeta a medida analitica, que considera a diferenga entre

os sinais da solucdo de referéncia e do branco.
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Figura 4.7 - Efeito do tempo de integracdo do espectrofotémetro multicanal nos sinais da solucdo de
Fe(lll) 1 mg L™ (a) e do branco (b). Condigdes: TAN 400 pmol L™; Triton X-114 1,5 % (m/v); &cido
ascorbico 4% (m/v); NH,CH;COO 0,5 mol L™ (pH 5,5)

As microbombas solenoide foram selecionadas como dispositivos propulsores por
proporcionarem melhores condicdes de mistura (maior difusdo radial) e maior eficiéncia de
transferéncia de calor devido ao fluxo pulsado, favorecendo o desenvolvimento das reacdes
[22,173] e a separacdo de fases. Além disso, estes dispositivos permitem modular a vazao
dos fluidos, que é proporcional a frequéncia de pulsacdo e pode ser facilmente alterada no
programa de controle. Apés a amostragem (com as microbombas operando em 5 Hz), a
frequéncia do transportador foi alterada para 1 Hz, que corresponde a
0,7 mL min", visando aumentar o tempo de residéncia e a eficiéncia de aquecimento para a
separacdo de fases, além de favorecer a retencdo da FRS na cela de medida. Esta alteracao
resultou em um aumento de 50% no sinal analitico (Figura 4.8) e foi adotada para os

experimentos futuros.
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Figura 4.8 - Efeito da frequéncia de pulsacdo (microbomba P4, Figura 4.1) sobre os sinais da solugdo
de Fe(lll) 1 mg L™ (a) e do branco (b). Condigdes: TAN 400 umol L™; Triton X-114 1,5 % (m/v); 4cido
ascorbico 4% (m/v); NH,CH;COO 0,5 mol L™ (pH 5,5)

Diferentes sais (NaCl, Na,SO4 e (NH4),S04) na concentracao 0,5 mol L'l, adicionados
no reagente Ry, foram avaliados para diminuir o ponto nuvem e favorecer a separacao das
fases. Neste experimento, o sal foi adicionado no reagente Como nao foram observadas
alteracdes significativas, optou-se por trabalhar sem a adicdo de sais para aumento da forca
ibnica. Apds atingir o maximo do sinal transiente, a frequéncia de pulsag¢ao foi aumentada
para 2 Hz visando acelerar a remocdo da FRS retida no caminho dptico e evitar efeito de

memoria.

4.3.2. Otimizag¢do do procedimento

Os efeitos dos principais parametros que afetam a formacdo do complexo e a EPN
(vazao, temperatura, pH e concentracao de reagentes) foram avaliados usando uma solucdo
de referéncia de Fe(lll). Os sinais analiticos foram obtidos pela diferenca entre as

absorbancias da solucdo de referéncia e do branco. O tempo de integracao foi ajustado
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(entre 3 e 6 ms) em cada estudo para obter um sinal minimo de branco (entre 0,150 a

0,200).

Para a avaliacdo do efeito da concentracdo de surfactante, o Triton X-114 foi
adicionado diretamente no reagente cromogénico contendo 400 mmol L" de TAN e
4% (m/v) de acido ascérbico em meio de NH4CH3COO 0,5 mol Lt (pH 5,5). Desta forma,
evitou-se uma etapa adicional de preparo da amostra (adi¢do de surfactante a cada solugao),
usualmente encontrada em outros procedimentos de EPN em fluxo [152,155,174]. Observa-
se que tanto os sinais do branco, quanto os da solug¢do de referéncia, aumentam com a
concentracdo de surfactante (Figura 4.9), devido ao efeito do espalhamento de radiacao.
Pode-se observar também que concentragdes abaixo de 1,5 % ndo foram eficientes para a
extracdo e que elevadas concentragdes (> 3,0%) causaram reducdo do sinal devido a diluicdo
do complexo na fase rica. Como os sinais analiticos ndo foram significativamente diferentes
para concentragdes de Triton X-114 entre 1,5 e 3,0% (0,214 e 0,264, respectivamente), para
minimizar os valores de branco e a geracdo de residuos, experimentos subsequentes foram
realizados com 1,5% (m/v) de surfactante. Esta concentragdo é 26 vezes superior a
concentragdo micelar critica (0,35 mmol L) na zona de amostra [149], assegurando o

excesso necessario para a EPN.
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Figura 4.9 - Efeito da concentragdo de Triton X-114 sobre os sinais da solugdo de Fe(lll) 500 pg L™ (a)
e do branco (b). Condicdes: TAN 400 umol L%, &cido ascérbico 4% (m/v); NH,CH;COO
0,5 mol L'* (pH 5,5)
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A extracdo de metais empregando EPN depende diretamente da formacdo de
complexo hidrofébico. Desta forma, o efeito da concentragdo de TAN na zona de amostra foi
avaliado (Figura 4.10), ndo sendo observada variagdo significativa a partir de 400 umol L™
Esta concentragdao corresponde a um excesso de 15 vezes de ligante em relagdo ao analito.
Contudo, selecionou-se TAN 800 pmol Lt para os estudos posteriores, visando evitar
interferéncias por reacbes competitivas na presenca de outras espécies metalicas que
formam complexos com TAN. Esta concentragdo é aproximadamente 60% maior que a

empregada no procedimento em batelada [171].
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Figura 4.10 - Efeito da concentragdo de TAN sobre os sinais da solugdo de Fe(lll) 500 pg L™ (a) e do
branco (b). Condi¢bes: Triton X-114 1,5 % (m/v); acido ascorbico 4% (m/v); NH,CH;COO
0,5 mol L'* (pH 5,5)

Visando a determinacdo de ferro total, o reagente cromogénico foi preparado em
meio de um agente redutor. Acido ascérbico e hidroxilamina geraram resultados
semelhantes como redutores de Fe(lll) e acido ascorbico foi selecionado devido a baixa
toxicidade. Largo excesso de reagente (4% m/v) foi utilizado para aumentar a estabilidade da
solucdo e prolongar o tempo de vida do reagente. Com este reagente, a reducdo dos ions
Fe(lll) foi muito rapida e o tempo de residéncia da amostra foi suficiente para garantir a

conversao quantitativa do analito.
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O efeito da fracdo volumétrica amostra:reagente foi avaliado explorando a
amostragem bindria [18], mantendo constante a somatdria do nimero de pulsos (7) e
utilizando 5 ciclos de amostragem (Figura 4.11). Observou-se que os valores de branco
diminuiram a medida que diminuiu a fracdo volumétrica do reagente porque o
espalhamento da radiacdo é menos pronunciado com menores quantidades de Triton X-114.
Porém, a extracdo do complexo nao foi efetiva em condig¢des limites, ou seja, elevada razao
amostra:reagente e vice-versa (1:6 e 6:1). A propor¢do entre amostra e reagente 5:2 foi

entdo selecionada como um compromisso entre os sinais analitico e do branco.
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Figura 4.11 - Efeito da razdo volumétrica amostra:reagente sobre os sinais da solug¢do de Fe(lll)
500 pg L™ (a) e do branco (b). CondigBes: TAN 400 umol L™; Triton X-114 1,5 % (m/v); acido ascérbico
4% (m/v); NH,CH5;COO 0,5 mol Lt (pH 5,5)

Maiores sinais do branco e da solucao de referéncia foram obtidos com o aumento
do nuimero de ciclos de amostragem (Figura 4.12). Este aumento deve-se a menor dispersao
da zona de amostra no transportador devido ao maior volume. Abaixo de 3 ciclos de
amostragem, a quantidade de FRS para retencdo no caminho 6ptico é pequena, afetando a
resposta analitica. Acima de 5 ciclos, o elevado volume de fase rica causa diluicdao do analito.

Com isto, selecionou-se 5 ciclos de amostragem visando maior sinal analitico.
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Figura 4.12 - Efeito do numero de ciclos de amostragem sobre os sinais da solucdo de Fe(lll)
500 pg L™ (a) e do branco (b). Condigdes: TAN 400 umol L™; Triton X-114 1,5 % (m/v); acido ascorbico
4% (m/v); NH,CH5COO 0,5 mol L™ (pH 5,5)

Visando melhores condi¢bes de mistura, empregou-se a proporgdao amostra:reagente
= 2:1 e 10 ciclos de amostragem (em substituicdo a 5:2 e 5 ciclos de amostragem). Esta
alteracdo foi estabelecida a fim de aumentar a distribuicdo do calor na zona de amostra,

durante a etapa de neutralizacdo, sem prejuizo da sensibilidade.

O comprimento do reator afeta o tempo de residéncia para a ocorréncia dos diversos
processos requeridos na EPN, i.e. reducdo de ferro(lll), formacdo do complexo Fe(ll)-TAN e
extracdo em ponto nuvem. Reatores de 50, 100 e 150 cm que correspondem a volumes de
250, 500 e 750 pL, respectivamente, foram avaliados. O reator de 50 cm ndo foi efetivo para
a extracdo do analito e o de 150 cm, diminuiu o sinal analitico em ca. 23% devido a dispersao
da zona de amostra. O reator de 100 cm foi entdo selecionado como um compromisso entre

o tempo de residéncia da zona de amostra e a frequéncia de amostragem.

A neutralizagdo em linha foi avaliada como uma alternativa ao sistema de

aquecimento externo para a indu¢do do ponto nuvem. Esta estratégia explorou a
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necessidade de ajuste de acidez dos digeridos acidos para a formacdo com complexo
Fe(ll)-TAN. Uma microbomba solenoide, que dispensava um volume de 8 pL por pulso, foi
inserida no mddulo de andlises (Figura 4.1-P4;) para a inser¢do da solucdo neutralizante,
contendo 1,4 mol L™ de NaOH e 1,6 mol L™* de NaCH;COO. O objetivo foi a neutralizagao
parcial do acido com NaOH, de forma que tanto o calor produzido quanto os sais gerados
contribuiriam para gerar o ponto nuvem em fluxo, além do tamponamento em linha pela
mistura do dcido remanescente com o acetato. Neste sentido, a concentracdo de NaOH
(0,27 mol L'™* na zona de amostra) foi definida de forma a garantir uma quantidade de OH’
levemente abaixo da concentragio acida da amostra (0,32 mol L'). Acetato de sédio (0,31
mol L) foi empregado no reagente R, para formacdo da solucdo tamp3o com pH adequado
a formacdo do complexo. Nas condi¢cdes empregadas, o pH final foi de 5,5 e a temperatura
na zona de amostra foi de 32 °C. Este pH é favoravel a formac3o do complexo, como um
compromisso entre a protonacdo do ligante e a hidrélise do metal, estando de acordo com o

reportado em trabalhos anteriores [170].

Um resumo das varidveis otimizadas, os intervalos de estudo e os valores
selecionados para cada parametro de interesse na EPN em fluxo para a determinacao de

ferro podem ser visualizados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Parametros otimizados para extracdao em ponto nuvem em fluxo.

Parametro Intervalo Valor selecionado
Concentracdo de Triton X-114 (%, m/v) 0,1-5,0 1,5
Concentracdo de TAN (umol L™) 100 — 1200 800
Concentracio de NaOH (mol L™)? 0,5-2,5 1,4
Concentragio de NaCH;COOH (mol L')? 0,5-3,0 1,6
pH 3,5-6,5 5,5
Volume do reator (uL) 250-750 500
Temperatura da bobina de reac3o (°C)° 25-60 40

*empregado somente para o procedimento com neutralizagio em linha; °somente quando
aquecimento externo foi empregado
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4.4.Caracteristicas analiticas e aplicagoes

O procedimento com aquecimento externo apresentou resposta linear entre 10 e
200 pg L™, descrito pela equagdo S = 0,0113 + 0,00566 Cg (r = 0,999), em que S corresponde
ao sinal analitico e C a concentragdo de ferro em pug L™, Alguns sinais transientes sio
apresentados na Figura 4.13. A aparente estabilidade da linha de base indica que o sistema
de detecc¢do estava saturado, devido ao ajuste do branco na presenca de surfactante. A boa
repetibilidade nas respostas indica que ndo houve efeito de memadria, bem como a efetiva

remocao da FRS entre as medidas sem necessitar da adicao de um eluente.
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Figura 4.13 - Sinais transientes obtidos para solucdes de referéncia de ferro na EPN em fluxo.
NUmeros sobre os registros indicam as concentraces em pg L™ e o grafico interno refere-se a curva
de calibragdo. As condi¢des empregadas sao descritas na Tabela 4.2

O mesmo comportamento foi observado no sistema com neutralizacdo em linha, que
apresentou faixa de resposta linear entre 10 e 100 pg L™, descrita pela equacdo S = -0,00105
+ 0,00434 Cie (r = 0,999). A reducdo na sensibilidade é devida a diluicdo pela solucdo
neutralizante que foi adicionada a zona de amostra. O coeficiente de variagdo (50 pg L

n = 7), o limite de detec¢do (99,7 % de confianca) e a frequéncia de amostragem foram
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estimados em 2,3 %, 5 ug L e 26 determinagdes h?, respectivamente. O procedimento
consumiu 200 pL de amostra, 6 ug de TAN e 390 pg de Triton X-114 por determinagao. Este
consumo de TAN e Triton X-114 foi 25 e 130 vezes menor que no procedimento em batelada
[171], o que enfatiza a caracteristica do procedimento proposto ser ambientalmente

amigavel.

A absortividade molar aparente, estimada em 1,7 x 10° L mol™ ecm™, é 10 vezes maior
que a encontrada no procedimento espectrofotométrico em batelada [171] e semelhante a
obtida no procedimento em batelada que emprega EPN [170], com a vantagem de empregar
um volume de amostra 62 vezes menor. O volume reduzido é um aspecto importante
guando se consideram os volumes limitados de algumas amostras ou a necessidade de

transportd-las por longas distancias.

Uma comparagao das figuras de mérito com as obtidas em outros procedimentos
descritos na literatura é apresentada na Tabela 4.3. Estes procedimentos envolvem a
determinacdo de ferro empregando pré-concentracdo em fluxo ou em batelada. Os
procedimentos em batelada, além de serem demorados e exaustivos, usualmente
empregam grandes volumes de amostra (10 a 500 mL) como estratégia para obtencdo de

menores limites de deteccao.

Comparando com os trabalhos que empregam espectrofotometria UV-vis, o
procedimento proposto apresentou um dos menores limites de detec¢do associado a maior
frequéncia de amostragem. Outra vantagem que merece destaque no procedimento
proposto é que todas as etapas sao realizadas em linha, incluindo a neutralizagao, ajuste do
pH e adicdo de surfactante, evitando etapas de preparo de amostra usuais em outros

procedimentos [152,153,155,157,162 - 164,175].

O fator de enriquecimento foi estimado em 8,9 pela razao dos coeficientes angulares
das curvas analiticas com e sem a etapa de pré-concentracdo. Quando o algoddo foi
removido da cela espectrofotométrica o fator de enriquecimento foi 5,3, o que indica a
importancia do filtro para agregar a fase rica e promover aumento do sinal analitico. Apesar
de maiores fatores de enriquecimento terem sido obtidos em outros procedimentos
(Tabela 4.3), isto ndo necessariamente demonstra maior eficiéncia, uma vez que podem ter

sido alcancados as custas de elevados volumes de amostra e longos periodos de pré-
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concentracdo [70]. Neste sentido, a eficiéncia de concentracdo (EC) é um parametro mais
apropriado para avaliar a eficiéncia de enriquecimento do analito em fun¢dao do tempo.
Utilizando-se 200 uL de amostra, a eficiéncia de concentragdo foi estimada em 3,9 min*
ficando entre as mais elevadas entre os procedimentos listados na Tabela 4.3. O indice de
consumo (IC), definido como o volume de amostra requerido para obter fator de
enriquecimento igual a 1 também é importante para avaliar os procedimentos que
empregam pré-concentragao. Neste procedimento, o IC foi estimado em 0,022 mL, sendo o
menor entre os apresentados na Tabela 4.3. Estes fatores podem ser empregados também
para comparacdo com outros procedimentos que utilizam pré-concentracao,
independentemente do principio de separagdo. Pode-se observar que o menor IC e uma das

maiores EC foram obtidas dentre os procedimentos que exploram EPN em fluxo (Tabela 4.4).
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Em comparacdo a outros procedimentos que exploram EPN em fluxo [153, 156, 160,
164, 175], maior frequéncia de amostragem foi obtida. Isto ocorre em consequéncia do
tempo despendido na eluicdo e regeneragdo da coluna preenchida com material filtrante
para retencdo da fase rica, etapas ndo requeridas no procedimento proposto. Alguns
procedimentos requerem até 5 min para processamento da amostra [153, 156, 164] e outros
ndo consideram o tempo gasto nas etapas de extragao antes da inje¢do da amostra no

sistema em fluxo na estimativa de frequéncia de amostragem [147 - 151].

4.4.1. Efeito de espécies concomitantes

O efeito de espécies concomitantes presentes nas amostras de daguas naturais,
materiais biologicos e alimentos foi avaliado empregando uma solugao 50 pg L™ Fe(lll) com
excesso de 1000 vezes de Ca®*, Mg®*, Ba®*, Sr**, CI, NO3, SO,*, CO5s”; 100 vezes de Mn*",

3+ 3- 2+ 2+ 2+ T
AI”", PO;™; 10 vezes de Zn“" e 5 vezes de Cu”, Ni“". As respostas indicam que estas
concentracdes ndo interferiram na determinacao de ferro (variacdo dos sinais foi menor que
5%). O procedimento proposto é, portanto, seletivo, tolerando ions metdlicos e anions
inorganicos em concentragdes relativamente maiores que as usualmente encontradas em
amostras de aguas naturais ou digeridos de materiais bioldgicos e alimentos. Outros ions
Z1: 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ ~
metalicos que reagem com TAN (Cu’, Co™", Cd™", Pb”™" e VO*') sdo usualmente encontrados
em concentracdes abaixo da concentracdao de ferro em amostras de aguas, materiais
bioldégicos e alimentos. Estas espécies ndo interferiram quando avaliadas na mesma
concentracdao que ferro, devido a seletividade promovida pelo comprimento de onda de
medida e ao excesso de ligante presente na zona de amostra. Estes resultados concordam

com os reportados em outros procedimentos envolvendo a reacdo com TAN [170,171].
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4.4.2. Andlises de amostras de dguas naturais e materiais de referéncia certificados

Para avaliar a exatiddao do procedimento, foram analisadas 9 amostras de aguas
naturais (Tabela 4.5) e 5 materiais de referéncia certificados (Tabela 4.6). Os resultados
obtidos foram comparados estatisticamente pelo teste t pareado e foram concordantes
tanto com os obtidos pelo procedimento de referéncia [86] quanto com os valores

certificados, com 95 % de confianca.

Tabela 4.5 - Valores médios e incertezas (n=3) para a determinacdo de ferro total em aguas
naturais empregando o procedimento com aquecimento externo

Ferro (ug LY

Amostra Procedimento com multi- Procedimento de
impulsao* referéncia [86]

1 1478 £ 60 1524 + 65
2 1560 + 54 1556 £ 52
3 1789 + 64 1792 + 66
4 1350 £ 51 1346 + 20
5 1362 £ 28 1388 + 36
6 799 +44 814 +54
7 844 £5 847 £9

8 756 £37 743 £35
9 667 £ 32 654 + 14

* analisadas ap0ds diluicdo de 4 a 10 vezes

Avaliou-se também a exatiddo do sistema empregando EPN em fluxo com
aquecimento convencional e neutralizacdo em batelada, comparada com a neutralizacdo em
linha, utilizando-se os materiais de referéncia certificados (Tabela 4.6). Os resultados obtidos
foram comparados estatisticamente pelo teste t pareado e também foram concordantes

com 95% de confianga.
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Tabela 4.6 - Valores médios e incertezas (n=3) para a determinacgao de ferro em materiais de

referéncia certificados

Ferro (mg kg™)
Amostra Neutralizagao Neutralizagdao em Valor

prévia linha certificado
Farinha de arroz (NIES 10-a)® 13,0+0,2 14,0+ 0,7 12,7 +0,7
Mdsculo bovino (RM8414)° 70,9+ 0,6 71,7+0,6 71,2+9,2
P3o integral (BCR-191)° 41,6 +£0,2 — 40,7+ 0,7
hepatopéancreas de Iagosta(Tort-Z)b 104,2+1,1 — 105,0+12
Leite em p6 (A-11)° — 3,5+0,2 3,65+0,76

a National Institute for Environmental Studies
b National Research Council Canada
c Institute for Reference Materials and Measurements

d International Atomic Energy Agency

4.5.Conclusoes

Neste capitulo, foram discutidas novas estratégias para extracdo em ponto nuvem
nos sistemas de analises em fluxo, a fim de superar as dificuldades normalmente
encontradas nos procedimentos em batelada (e.g. consumo de tempo nas etapas de
aquecimento e centrifugacdo) e em fluxo (e.g. uso de solventes organicos e diluicdo da fase
rica na etapa de eluicdo). Microbombas solenoide foram eficientemente utilizadas para
modular a vazao, melhorar as condi¢des de mistura e aumentar a eficiéncia de transferéncia
de calor, a fim de facilitar a formacdo do ponto nuvem. Sensibilidade foi aumentada pelas
medidas de absorbancia realizadas diretamente na fase rica que ficou temporariamente
retida no caminho optico. A FRS foi rapidamente removida da cela de fluxo, sem causar
efeito de memadria nos sinais analiticos, em virtude do movimento cadtico promovido pelas

microbombas solenoide. O ajuste do tempo de integracdo do espectrofotOmetro foi
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eficiente para compensar o efeito do espalhamento de radiagdao e minimizar os valores do
branco. A reacdo de neutralizagdo forneceu calor e sais necessarios para indugao do ponto
nuvem em fluxo, evitando um dispositivo de aquecimento externo, além da formacdo de um
tampado na zona de amostra com pH adequado para a formagao do complexo. A viabilidade
do procedimento foi demonstrada pela determinacao de ferro total em diferentes tipos de
amostras. Esta foi a primeira aplicacgdo da EPN em sistema com multi-impulsdo e os
resultados obtidos indicam que as vantagens inerentes ao emprego das microbombas
solenoide foram efetivamente obtidas. O procedimento é rapido, preciso e ambientalmente
amigavel por explorar digestdo de amostras com dcidos diluidos, substituir solventes
organicos por surfactantes biodegraddveis, além de minimizar o consumo de reagentes e a

geracdo de residuos.



109

5. Extragdo em ponto nuvem em linha empregando sistema lab-in-syringe para a

determinag¢ao de antimonio
5.1. Introdugao

Antimonio é largamente empregado na industria quimica como, por exemplo, na
vulcanizag¢do de borracha, retardante de chama na area téxtil e na producdo de plasticos,
lonas de freio, adesivos, tintas, papel, pigmentos, diodos, detectores de infravermelho e
vidro rubi. A dureza das ligas de antimbnio as torna atrativas para a aplicacdo em
tubulagbes, rolamentos e armas [176]. Além disso, devido a coloragdao brilhante
caracteristica, compostos de antimonio fazem parte da composicdo de maquiagens desde a

antiguidade [177].

Em 1912, o médico brasileiro Gaspar Viana [178] observou que Sb(lll) poderia ser
empregado como medicamento para a cura da doenca parasitaria leishmaniose, iniciando
assim seu emprego para fins terapéuticos. Entretanto, devido as interacdes e toxicidade
deste ion, em 1920 passou-se a empregar Sb(V) como principal composto do medicamento,
sendo utilizado até os dias atuais. Em qualquer das variacdes da doenca, a cura ocorre com a
aplicacdo injetavel de compostos de Sb(V) durante um tratamento prolongado, ndo sendo
reportada imunidade aos portadores da infeccdo [179]. Os principais portadores de
leishmaniose sao animais silvestres como roedores, preguica, tamandua e raposas, além de
equinos, mulas e roedores domésticos [179]; a transmissdo aos caes e seres humanos ocorre

por um parasita vetor.

Antimonio pode ser encontrado em solos, dguas e ar devido a intensa atividade
antrépica. Além disso, incéndios florestais e erupg¢des vulcanicas sdo considerada fontes
naturais de poluicdo por antimoénio [176]. Quando suspensos no ar, antimbnio e seus
compostos podem provocar irritacdes nos olhos, conjuntivite, dermatite, gastrite e doencas
respiratdrias como enfisema pulmonar e pneumonia [180]. Os niveis elevados no organismo
podem causar anorexia, nduseas, vomitos, dores de cabeca, dores musculares e nos 0ssos,
além de letargia [181]. Estas doencas provavelmente ocorrem porque os compostos soluveis
de antiménio tém forte afinidade pelo sangue chegando a causar faléncia de d&rgaos
importantes como bago, figado e rins. Ha indicios de que a morte subita infantil esteja

associada a presenca de antimonio [182]. Estudos feitos em criangas que sofreram deste mal
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indicaram elevadas quantidades de antiménio no figado, transmitido provavelmente pela

mae, durante a gestagao, através do cordao umbilical ou na amamentacgao.

Por ser um poluente com efeito cumulativo, a Resolugdo CONAMA 357/2005 [109], a
USEPA [183] e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [184] estabeleceram limites maximos
de antimonio em agua potavel em 5, 6 e 20 ug L™, respectivamente. Além dos despejos
industriais, a presenca de antimonio em dgua potavel também pode ocorrer pela dissolucdo
do metal presente na composicdao de encanamentos e acessorios [176] ou devido a lixiviagao

proveniente dos recipientes que armazenam agua e alimentos [196].

A técnica analitica mais empregada para a determinagdo de antimbnio é a
espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracdo de hidretos (HG-AAS) [180, 185-186]
devido a alta sensibilidade e custo relativamente baixo [180]. Esta técnica se baseia na
separacdo de Sb pela geracdo de hidretos volateis na presenca de um redutor (geralmente
NaBH,) [187], permitindo eliminar efeitos de matriz. Destaca-se, também, o emprego da
espectrometria de absorcdao atébmica com atomizacdo com chama [188] ou eletrotérmica
[189,190] na determinag¢ao de antimoénio. A hifenacdo de técnicas, como por exemplo, a
fluorescéncia atbmica com geracdo de hidretos associada a separa¢do cromatografica (HPLC)
foi explorada para especiacdo de antimOnio organico e inorganico [186]. Além disso,
procedimentos baseados em potenciometria [191], voltametria [192] ou analise por ativacdo

neutronica [193] também tém sido reportados.

A extragao liquido-liquido foi utilizada para a determinagao de Sb em sistemas de
analises em fluxo-batelada [194]. Uma camara foi empregada para a extra¢ao do produto da
reacdo entre o analito e rodamina B. Apesar de inovador pela automacdo da etapa de
extracdo, o procedimento requereu um solvente organico (tolueno) para a extracdo do par-

ionico.

A extragdo em ponto nuvem tem sido empregada no preparo das amostras para a
determinacdo de antimodnio, visando aumento de seletividade e/ou de sensibilidade. Esta
estratégia foi aplicada com sucesso na determinagdo por ICP OES [155], ICP-MS [195] e
ETAAS [196], além de espectrofotometria de absor¢do molecular [181,197-200].
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Apesar das vantagens da EPN, descritas no item 1.2.2, o processo é moroso quando
realizado em batelada. Neste sentido, a mecanizac¢do utilizando sistemas de analises em
fluxo tem sido muito atrativa, devido a simplicidade, facilidade de implementagdo, baixo

custo, robustez e versatilidade.

Uma etapa importante de um procedimento analitico é a otimizacdo das condic¢des
experimentais, que pode ser realizada pelos métodos univariado ou multivariado. A
otimizacdo multivariada fornece uma maior quantidade de informacdes sobre os efeitos das
varidveis estudadas, bem como suas interagdes. A partir de modelos matematicos é possivel
identificar as varidveis que geram maior resposta, o nivel de significancia dos fatores
estudados e os valores criticos, caso existam dentro do dominio experimental selecionado. E
também possivel avaliar o ajuste do modelo matemadtico ao sistema. Dessa forma, é possivel
obter as melhores respostas empregando menores quantidades de reagentes, utilizando

menos ensaios experimentais e, consequentemente, menor tempo do analista [201].

Nesta parte da Tese foi desenvolvido um procedimento simples, rapido, sensivel e
ambientalmente amigavel para a determinagao de antimonio empregando pioneiramente a
EPN em sistema lab-in-syringe. O método para a determinagdao de antimonio baseou-se na
formacdo de um complexo entre Sb(lll) e iodeto que, em meio acido, forma um par idnico
gue pode ser extraido com o surfactante Triton X-114 [181]. A otimizacdo multivariada, com
emprego de planejamentos fatorial e Box-Behnken, foi explorada para identificar os efeitos
de cada varidvel, os efeitos de interacdes, os valores criticos e avaliar a robustez do

procedimento desenvolvido.

5.2. Materiais e métodos
5.2.1. Equipamentos e acessorios

Para a construcdo do moddulo de andlises explorando a estratégia lab-in-syringe
empregou-se uma seringa de 5 mL impulsionada por um motor de passos (Sciware BU 16A,
Crison) acoplada a uma valvula solenoide de 3 vias na parte superior. Em uma das saidas
desta valvula foi acoplada uma valvula seletora de 8 vias (Multi-burette 4S, Crison). Um

computador equipado com o software AutoAnalysis 5.0 (Sciware Systems, S.L., Palma de
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Mallorca, Espanha) foi utilizado para controle dos dispositivos (valvula seletora e seringa),
bem como aquisi¢ao e tratamento dos dados. Tubos de extensdo (d.i. 0,8 mm) e conectores
de Teflon® também foram utilizados. Cabos de fibra Optica conduziram a radiac3o
proveniente de uma lampada de deutério (Ocean Optics, modelo DH-2000-BAL) até a cela de
fluxo (5 cm de caminho 6ptico), que foi acoplada diretamente ao espectrofotometro CCD
multicanal (Ocean Optics, modelo USB2000). Uma lente foi adaptada a entrada da cela de

fluxo a fim de focalizar a radiacdo na drea de observacgao.

O software STATISTICA 8.0 foi empregado para tratamento dos dados experimentais
na etapa de otimizacdo, com avaliacdo dos efeitos de significancia relacionados a cada

varidvel pela ANOVA, com 95 % de confianga (p = 0,05).

Para a determinac¢do de antimonio com o procedimento de referéncia utilizou-se um
espectrometro de absorcdo atomica com gerador de hidretos (Perkin-Elmer 900Z) equipado

com um auto-amostrador (AS-90) e software WinLab32 (Shelton, CT, USA).

5.2.2. Reagentes e solugbes

Solucdes de acido ascérbico (AA) 1,0 mol L™ e de iodeto de potéssio 4,7 mol L™ foram
preparadas diariamente. Solugdes de acido sulfurico 2,85 mol L™ e de Triton X-114 2% (m/v)

foram preparadas por diluicdo em agua.

Solucdes estoque 1000 mg L™ de Sb(Ill) e 1000 mg L™ de Sb(V) foram preparadas
por dissolucdo de tartarato de potassio e antimbnio (C4Hs07KSb.'/,H,0, Carlo Erba) em
H,SO, 0,1 mol L e de piroantimonato de potédssio (KSb(OH)s, Carlo Erba) em
H,S0, 5,0 mol L, respectivamente. Solucdes de referéncia foram preparadas por diluigio

dos estoques em agua.

As amostras de aguas foram coletadas na regido das llhas Baleares-Espanha e
mantidas sob refrigeracdo a 4 °C, apds adicdo de 0,1 % (m/v) de EDTA para estabilizacdo do
analito [189]. Amostras comerciais de antimoniato de meglumina, utilizadas como
medicamento veterindrio para tratamento da leishmaniose (valor rotulado: 300 mg mL™),

foram adquiridas no comércio das llhas Baleares. Para o preparo, 17 uL da amostra foram
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dissolvidos em 50 mL de agua e as misturas foram mantidas por 10 min em banho
ultrassénico [190]. Em seguida, quantidades apropriadas destas solu¢des foram diluidas em

50 mL de 4gua e introduzidas no sistema de analises em fluxo.

5.2.3. Procedimento de referéncia

Para a avaliagdo da exatiddo do procedimento proposto, foi empregada
espectrometria de absorcdo atdmica com geracdo de hidretos [202]. As espécies volateis
foram geradas em um sistema de analises em fluxo com adi¢do de NaBH4 0,2% (m/v) em
meio de NaOH 0,05% (m/v) por confluéncia. Como transportador da amostra (volume = 500
pL) foi empregado HCl 10,0 % (v/v). Um fluxo de argbnio foi utilizado para transporte dos
vapores desde o separador gas/liquido até a cela de quartzo do equipamento (aquecida a

900 °C por efeito Joule) e as medidas de absorc¢do atdmica foram realizadas em 217,6 nm.

5.2.4. Sistema lab-in-syringe

O médulo de andlises do sistema lab-in-syringe, mostrado na Figura 5.1, segue a
rotina de operacdo descrita na Tabela 5.1. Inicialmente, a vdlvula seletora (VS) movimentou-
se pelas posicGes de 1 a 4, sincronizada com a seringa, possibilitando a aspiracdo sequencial
de acido ascérbico (500 pL), amostra (2000 pL), Triton X-114 (100 pL) e KI (300 pL)
(etapas 1-4). Um tempo de espera de 20 s (etapa 5) foi utilizado para favorecer a mistura das
solucdes dentro da seringa, a reducdo do analito por acido ascérbico e a reacdo entre
antimonio(lll) e iodeto. Em seguida, a valvula movimentou-se para a posicao 5 e, com a
seringa ainda na posi¢ao aspiragcao, foi inserido 1000 pL de H,SO,4 diretamente na seringa
(etapa 6). Na etapa 7, a seringa ficou parada por um periodo de 20 s para promover a
separacdo de fases. Na préxima etapa, a valvula seletora movimentou-se para a posicdo 6 e
todo o volume da seringa foi dispensado para o sistema de deteccdo (etapa 8).
A etapa de limpeza (etapa 9) foi repetida 3 vezes, aspirando (SL) com a valvula solenoide (V)

acionada para encher a seringa com agua e dispensando o conteudo com a
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valvula V desligada. Na etapa de limpeza, a valvula seletora foi mantida na posicdo 6 e a
vazdo foi mantida em 14 mL min™. ApOs essa etapa, o sistema estava preparado para o

processamento de uma nova amostra.

DETI—>»D

Figura 5.1 - Sistema lab-in-syringe com EPN em linha para a determinagdo de antimonio. Ry =
acido ascorbico (1 mol L'l); R, = Triton X-114 (2 % m/v); R3 = iodeto de potéssio (4,7 mol L’l);
R4 = acido sulfurico (2,85 mol L™); A = amostra; SL = solugdo de limpeza (dgua); VS = vélvula
seletora; DET = cela de fluxo (5 cm) acoplada no espectrofotdmetro; S = seringa; V = valvula
solenoide (linhas tracejada e continua indicam as vias habilitadas com a valvula acionada e
desligada, respectivamente); D = recipiente de descarte
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Tabela 5.1 - Rotina de operagdo do sistema lab-in-syringe para EPN em linha para a
determinagdo de antimonio

N Posicao da Posicdo Vazdao(mL Volume
Etapa Funcao

valvulaVS da seringa min™) total (pL)
a Insergdo de acido .
1 o 1 Aspirar 5,6 500
ascorbico
28 Insercdo de amostra 2 Aspirar 7,1 2000
3° Insergao de Triton X-114 3 Aspirar 5,0 100
42 Inser¢ao de iodeto 4 Aspirar 5,0 300
5 Tempo de espera 20 s 4 Desligada 0,0 0
6° Inser¢do de H,SO,4 5 Aspirar 5,0 1000
7 Tempo de espera 20 s 5 Desligada 0,0 0
a Transporte para cela de .
8 6 Dispensar 4,8 3900
fluxo
goe Limpeza 6 Aspirar 14,0 3900
9¥¢ 6 Dispensar 14,0 3900

Valvula solenoide (V): (a) desligada ou (b) ligada; (c) etapa repetida por 3 vezes

A detecgao espectrofotométrica foi realizada em 345 nm e os sinais analiticos (altura
dos picos) foram baseados na diferenca das absorbancias medidas para as solugdes de
referéncia (ou amostras) e para o branco. Todos os experimentos foram realizados com os

volumes de amostras e reagentes descritos na Tabela 5.1.

5.3. Resultados e discussao
5.3.1. Aspectos gerais

Na presenca de iodeto, antimonio forma o complexo tetraiodoantimonato ([Sbls]’)
gue apresenta maximo de absorcdo em 345 nm. Em meio acido, este complexo forma um
par idnico [H*, (Sbls)] que apresenta caracteristica hidrofébica e pode ser extraido em ponto
nuvem [181]. Triton X-114 foi empregado para a formacdo do ambiente micelar que
proporciona a extracdo do par idnico devido a formacdo de duas fases distintas (uma fase
rica em surfactante (FRS) e uma fase aquosa contendo surfactante em concentracdo proxima

a CMC) em temperaturas préximas a ambiente (22-25 °C [58]).
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A EPN do par iénico [H*, (Sbls)] foi explorada em um procedimento em batelada
[181], aplicado a determinagdo de antimbnio em agua de mar, medicamento para
tratamento de leishmaniose e soro de sangue humano. Limites de detecgdao de 0,23 pug L e
coeficiente de variagao de 3,32%, com resposta linear entre 0,80 e 95 g L™ foram obtidos.
Por outro lado, alguns inconvenientes desta proposta podem ser destacados: (i) a extragdo
demandou aquecimento a 60 °C durante 35 min (para promover a reducdo de Sb(V) e
formacao do ponto nuvem com separagao de fases); (ii) a FRS é menos densa que a fase
aquosa (devido as altas concentra¢bes de reagentes nesta fase) e permaneceu na porgao
superior do tubo utilizado para a extracdo, dificultando a separacdo quantitativa e (iii) é
necessaria a diluicdo da FRS com solvente (e.g. metanol) para reducdo da viscosidade antes
das medidas espectrofotométricas; além de requerer solvente organico téxico, a diluicdo

diminui a concentrac¢do do analito previamente a medida.

Visando superar os inconvenientes observados no procedimento em batelada, foi
proposta EPN em fluxo. A estratégia lab-in-syringe foi selecionada devido a versatilidade na
manipulacdo das diferentes solucdes, propiciando condi¢cdes de mistura adequada. A vazdo
da bomba de seringa foi variada de forma a favorecer a rapida interacao entre as solugdes. A
configuracdo explorada para EPN em fluxo apresentou vantagens neste aspecto uma vez que
todas as solugdes foram eficientemente manipuladas pelo emprego de uma Unica bomba e a
seringa atuou como reservatério para a mistura das diferentes solucdes. Desta forma, as
dificuldades de mistura inerentes aos sistemas SIA, precursores da estratégia
lab-in-syringe, foram superadas, de maneira andloga ao que ocorre nos sistemas

fluxo-batelada [37].

O tempo necessario para a reducdo de Sb(V), formacdo do complexo e do par i6nico
e a extracdo do analito em ponto nuvem foi de aproximadamente 70 s, sendo 20 s para a
formacdo do par io6nico, 20 s para EPN, 20 s para a separacdo de fases e 10 s para a
movimentacdo da valvula seletora nas diferentes etapas. Apds a extracdao, a FRS foi
completamente transferida para a cela de fluxo. Esta estratégia favoreceu a medida do sinal
analitico, tendo em vista que o surfactante apresentava-se no topo da seringa. Além disso, o
mesmo pode ser transportado pela fase pobre em surfactante o que facilitou a limpeza do
recipiente para o processamento de nova amostra. Importante salientar que a

implementagao desta estratégia visava também evitar o emprego de uma coluna preenchida
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com material filtrante para a retencdo da FRS, assim como a eluicdo com um solvente

organico, como é usual nos procedimentos que exploram EPN em fluxo.

O complexo com iodeto é formado pelos ions Sb(lll) em solucdo e, objetivando a
determinagdo da concentragao total, foi necessaria a adigdo de um agente redutor no meio
reacional. Na literatura sdo reportados diversos procedimentos que requerem um longo
periodo para a reducdo de Sb(V). Isto ocorre porque com alguns redutores, a redugao da
forma pentavalente de antimoénio é lenta e requer aquecimento [204]. Neste trabalho, a
reducdo dos ions Sb(V) foi realizada em linha em um periodo de reacdo relativamente curto
(ca. 20 s), tendo sido influenciado, provavelmente pelas elevadas concentragdes dos
reagentes e melhores condi¢cdes de mistura proporcionadas pelos sistemas lab-in-syringe.
Além disso, a etapa de reducdo ocorreu concomitantemente com os processos de formacao

do complexo e do par i6nico, EPN e separacdo das fases.

Os agentes redutores L-cisteina (0,5%, m/v) e hidroxilamina (10%, m/v) foram
comparados com acido ascérbico para reducdo de Sb(V). L-cisteina ndo foi eficiente para
reducdo de Sb(V), uma vez que a resposta da solucdo de referéncia (Sb(V) 1,0 mg L) e de
branco pouco se diferenciaram (diferenca < 0,05 de absorbancia). Esse efeito pode ser
explicado pela diminuicdo do potencial redutor da L-cisteina em meio com elevada acidez
[203,208] e pelo reduzido tempo de contato com o analito (ca. 20 s) [204]. Alguns trabalhos
[155,188,195,196,204] reportam a necessidade de aquecimento por 10 min, no minimo,
para a efetiva reducdo de antimoénio quando L-cisteina é empregada. Em meios com elevada
acidez a recomendacdo é empregar iodeto de potdssio em conjunto com acido ascérbico
para a reducdo [204]. No estudo em questdo, observou-se que o sinal de absorbancia,
referente a diferenca entre a resposta para antimoénio e branco foi 9 vezes maior
empregando acido ascdrbico como redutor. Os sinais analiticos obtidos com hidroxilamina
(0,650) como agente redutor foram semelhantes aos obtidos com o acido ascorbico (0,690),
empregando solucdo de Sb(V) 1 mg L. Apesar disto, observou-se experimentalmente um
aumento da resposta do branco com hidroxilamina, aspecto que inviabilizou o emprego
deste redutor. Ressalte-se que a magnitude do branco é um fator critico neste procedimento
devido a contribuicdo do espalhamento da radiacdo e das concentracbes elevadas dos
reagentes. Desta forma, acido ascdrbico foi selecionado como agente redutor para os

experimentos futuros.
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A influéncia do aquecimento externo sobre a resposta analitica foi avaliada e os
resultados estdo apresentados na Figura 5.2. Pode-se observar que maior sinal analitico
(0,259) foi obtido quando a temperatura do aquecedor foi 25 °C, indicando que este artificio
seria dispensavel. Esse efeito pode ser explicado pelo aquecimento causado pela dilui¢do do
H,S0. (2,85 mol L), que gerou o calor necessario para a formag&o do ponto nuvem. O calor
gerado pela diluicdo se dissipou pela mistura no interior da seringa devido a convecgao
promovida pela vazio elevada (5,0 mL min™); como resultado, foi observada uma nuvem
dispersa das goticulas da FRS. Em seguida, o efeito observado visualmente foi a formacgao de
uma pelicula opaca de surfactante, que se deslocava rapidamente para a parte superior da
seringa, devido a densidade inferior a da fase pobre em surfactante. O fato de ndo requerer
um aquecedor externo para a indu¢ao do ponto nuvem é uma vantagem do procedimento
proposto. Além disso, a facilidade de manipulacdo das solucdes (reagentes e amostras)
diretamente na seringa e os menores riscos de contamina¢ao da amostra e do analista sao

caracteristicas atrativas desta proposta.
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Figura 5.2 - Efeito da temperatura sobre as respostas da solugdo de Sb(Ill) 1 mg L™ (a) e do branco
(b). CondigBes: Kl 4,7 mol L™; AA 1 mol L'%; H,S0, 2,85 mol L™; Triton X-114 2,0% (m/v)
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O aumento da forga idnica favorece a desidratacdo das micelas e facilita a separacao
de fases sem necessariamente aumentar a eficiéncia da extracdo por ponto nuvem [58,152].
Os primeiros procedimentos empregando EPN em fluxo exploraram este aspecto para
induzir o ponto nuvem sem um dispositivo de aquecimento externo [152,205]. A adicdo de
sais na zona de amostra foi avaliada visando obter as melhores condi¢bes para
implementacdo da EPN no sistema lab-in-syringe e o efeito pode ser visualizado na
Figura 5.3. Para este estudo, 1% (m/v) de sal foi adicionado a solugdo de acido ascorbico
1 mol L. Observa-se um significativo aumento na magnitude do branco com a adicdo dos
sais devido ao efeito Schlieren [167] e a diminui¢do do sinal analitico, provavelmente devido
ao efeito dos sais sobre a formacdo do par iGnico a ser extraido. Desta forma, a adicdo dos
sais ndo propiciou melhoria na extracdo, ja que as condi¢cdes empregadas foram adequadas
para a separacdo de fases, conforme demonstrado pela avaliagao do efeito de aquecimento
externo (Figura 5.2). Este comportamento é coerente com trabalhos anteriores, em que a

forga idnica nao proporcionou melhores condi¢des para EPN [205,206].

o,o—% % % %

Figura 5.3 - Efeito da adicdo de sais sobre as respostas do branco (a) e da solugdo de Sb(lll) 1 mg L™
(b). Respostas obtidas na auséncia de sais (I) ou contendo 1% (m/v) de NacCl (Il), Na,SO, (Ill) ou
(NH,),S0, (V). Condigdes: KI 4,7 mol L™; AA 1 mol L; H,S0,4 2,85 mol L™; Triton X-114 2,0% (m/v)
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Os volumes de cada solugdo foram fixados (conforme descrito na Tabela 5.1) para
evitar diluicdo excessiva da zona de amostra e o resfriamento da solucdo, o que poderia
prejudicar a formagao do ponto nuvem. As vazdes foram mantidas entre 5,0 a 7,0 mL min™

para evitar a formacdo de bolhas por diferencgas acentuadas de pressao.

5.3.2. Otimizagdo multivariada

Uma vez que os ensaios preliminares apresentaram indicios de interacdo entre as
variaveis, planejamentos multivariados foram adotados para otimiza¢do. Inicialmente, foi
realizado um screening empregando um planejamento fatorial completo (2%) para uma
melhor avaliagdo do efeito de cada varidvel no sistema estudado, os possiveis efeitos de
interacdo entre as mesmas e a indica¢do de valores criticos dentro do dominio experimental
selecionado. As concentracdes dos reagentes empregados no procedimento (acido
ascorbico, H,SO4, Kl e Triton X-114) foram escolhidas como variaveis independentes. O sinal
analitico correspondente a diferenca entre a solugio de referéncia (Sb(ll) 1 mg L'™?) e branco

foi a varidvel dependente.

A matriz experimental contendo os valores reais e codificados consistiu em 16
ensaios e a estes foram adicionados 4 pontos centrais para estimativa do erro experimental
e avaliacdo da presenca de curvatura. Os resultados individuais para cada ensaio, expressos

como a média aritmética das triplicatas, sdo apresentados na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 - Matriz experimental do planejamento fatorial completo para a otimizacdo das

condicOes experimentais para a determinagdo de antiménio

Ensaio H,S0, Kl Acido ascérbico  Triton X-114 Sinal
(mol LY (mol L) (mol L) (%, m/v) analitico*
1 +(3,90) -(3,20) —(0,45) —(1,00) 0,100
2 —(1,00) -(3,20) —(0,45) —(1,00) 0,170
3 +(3,90) -(3,20) +(1,81) —(1,00) 0,223
4 —(1,00) - (3,20) +(1,81) —(1,00) 0,134
5 +(3,90) +(5,80) —(0,45) —(1,00) 0,230
6 —(1,00) +(5,80) —(0,45) —(1,00) 0,068
7 +(3,90) +(5,80) +(1,81) - (1,00) 0,230
8 —(1,00) +(5,80) +(1,81) —(1,00) 0,019
9 +(3,90) - (3,20) — (0,45) +(3,00) 0,173
10 —(1,00) -(3,20) —(0,45) +(3,00) 0,228
11 +(3,90) -(3,20) +(1,81) +(3,00) 0,141
12 —(1,00) -(3,20) +(1,81) +(3,00) 0,292
13 +(3,90) +(5,80) — (0,45) +(3,00) 0,247
14 —(1,00) +(5,80) — (0,45) +(3,00) 0,168
15 +(3,90) +(5,80) +(1,81) +(3,00) 0,238
16 —(1,00) +(5,80) +(1,81) +(3,00) 0,241
17 (C) 0 (2,45) 0 (4,50) 0(1,13) 0 (2,00) 0,386
18 (C) 0(2,45) 0 (4,50) 0(1,13) 0 (2,00) 0,376
19 (C) 0(2,45) 0 (4,50) 0(1,13) 0 (2,00) 0,380
20 (C) 0(2,45) 0 (4,50) 0(1,13) 0 (2,00) 0,387

(—) nivel minimo; (+) nivel maximo; (0) ponto central

*referente a Sb(Ill) 1 mg L™, descontadas as respostas do branco

A ANOVA permite comparar médias ou grupos considerando a hipétese de que nao

haja diferenca significativa. Os resultados da andlise de varidancia (na Tabela 5.3) revelaram

que todas as varidveis apresentaram efeito significativo (p < 0,05), tanto para os efeitos

principais quanto para os efeitos de interacdo de segunda e terceira ordem, justificando

assim o emprego da otimizagcdo multivariada [201].
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Tabela 5.3 - Resultados da ANOVA para o planejamento fatorial apresentado na Tabela 5.2

Fatores sQ gl MQ F Valor p
Curvatura 0,144755 1 0,144755 5377,899 0,000006
[H,SO4] 0,000333 1 0,000333 12,374 0,038983
[KI 0,002730 1 0,002730 101,426 0,002085
[AA] 0,006521 1 0,006521 242,250 0,000576
[Triton X-114] 0,034503 1 0,034503 1281,848 0,000048
[H,SO,4] x [KI] 0,012488 1 0,012488 463,953 0,000219
[H,SO,4] x [AA] 0,002998 1 0,002998 111,365 0,001818
[H,S0,] x [Triton X-114] 0.006931 1 0,006931 257,482 0,000526
[KI] x [AA] 0,000452 1 0,000452 16,776 0,026320
[KI] x [Triton X-114] 0,006765 1 0,006765 251.334 0,000546
[AA] x [Triton X-114] 0,001073 1 0,001073 39,848 0,008035
[H,S0,4] x [KI] x [AA] 0,000541 1 0,000541 20,083 0,020720
[H,S0,] x [KI] x [Triton X-114] 0,000856 1 0,000856 31,786 0,011041
[H,S0,] x [AA] x [Triton X-114] 0,020664 1 0,020664 767,705 0,000103
[KI] x [AA] x [Triton X-114] 0,000028 1 0,000028 1,024 0,386100
Falta de ajuste 0,000264 1 0,000264 9,810 0,051979
Erro puro 0,000081 3 0,000027
SQ total 0,241980 19

AA = Acido ascérbico; SQ = soma quadratica; gl = graus de liberdade; MQ = média quadratica; F =

teste F; valor p = nivel de probabilidade

Outra maneira de avaliar os resultados obtidos é através do grafico de Pareto (Figura

5.4). Neste caso, os valores absolutos dos efeitos sdo estimados através de barras

horizontais e uma linha vertical representa um intervalo de confianga de 95%. Efeitos que

apresentam valores acima desta linha de referéncia sdo considerados significativos [207].

Esta Figura ilustra graficamente que todas as varidveis estudadas apresentaram efeito

significativo, assim como os efeitos de interacdao de segunda e terceira ordem.
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Figura 5.4 - Gréfico de Pareto obtido pelo planejamento fatorial para determinacdo de antimonio
(Triton: Triton X-114; AA: 4cido ascdrbico)

Segundo os dados apresentados na Tabela 5.3 e no Grafico de Pareto (Figura 5.4),
pode-se observar que o surfactante Triton X-114 apresentou o efeito mais significativo; o
valor positivo indica que maiores respostas seriam obtidas em maiores niveis dessa variavel.
Este comportamento era esperado devido a maior capacidade de extracdo em elevadas
concentragdes de surfactante. A diluicdo da FRS com o aumento excessivo da concentragao
de surfactante ndo foi observada no dominio experimental avaliado. Deve-se também
considerar que os sinais do branco, causados por espalhamento de radiacdao, aumentam com

a concentracao de Triton X-114.

O agente redutor apresentou um efeito principal positivo indicando que maiores
respostas seriam obtidas nos niveis mais elevados, o que pode ser explicado pela baixa
eficiéncia de reducdo por acido ascérbico em meio dacido [208]. O excesso de acido
ascorbico permitiu a reducdo em linha de Sb(V) em um curto periodo, diferente do
reportado anteriormente  [155,188,190,191,195,196]. Entretanto, foi observado
gue a alta concentracdo de AA aumentava consideravelmente o sinal do branco (valores

entre 0,500-0,600 foram obtidos nos ensaios com acido ascorbico no nivel mais elevado).
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Neste sentido, 1 mol L™ de acido ascérbico foi selecionado para os experimentos futuros,

como um compromisso entre a rapida reducdo de Sb(V) e a magnitude do branco.

O reagente complexante Kl apresentou efeito principal com valor negativo (Figura
5.4) indicando que maiores respostas serdo obtidas quando este reagente for empregado
nos niveis mais baixos dentro do dominio experimental. Esta hipdtese foi confirmada
avaliando o Grafico das médias marginais apresentado na Figura 5.5 em que é apresentado o
comportamento da variavel de resposta em funcdo das mudancas de niveis na interacao
entre Kl e H,SO,4. Foi possivel observar que a maior resposta foi obtida na condi¢do (a)
guando H,SO,4 encontra-se em concentra¢cdes mais elevadas e iodeto de potdssio no nivel
mais baixo. Além disso, cabe ressaltar que iodeto em meio com acidez elevada contribui
como redutor de Sb(V), favorecendo a reacdo de formacdo de complexo com os ions

trivalentes [186].
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Figura 5.5 - Grafico das médias marginais para os efeitos de interagdo entre as variaveis (H,SO, x Kl).
(a) KI 3,2 mol L™ e (b) KI 5,8 mol L™; solug3o de referéncia: Sb(lll) 1 mg L™

A exploragao de planejamentos multivariados possibilita identificar as interagdes e

prever as tendéncias das variaveis. Como exemplo, pode-se considerar o efeito da acidez. A
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concentracdo de H,SO, teve o efeito principal menos significativo (Figura 5.4), apresentando
efeito negativo, o que propde que quanto mais baixa a sua concentracdo, maior seria a
resposta. Entretanto, apesar do seu efeito principal ser marginalmente significativo, os
efeitos de interacdo, incluindo as de segunda e terceira ordem sdo muito significativos,
indicando que maiores respostas serdao obtidas com a acidez no nivel mais alto,

comportamento que poderia ndo ter sido identificado por otimizacdo univariada.

O Griafico das médias marginais representado na Figura 5.6 indica a interacdo de
terceira ordem de trés varidveis (H,SO,; AA e Triton X-114) frente aos niveis de
concentragdo. Esta interacdo merece destaque uma vez que apresentou a maior
significancia, visualmente observada no Gréfico de Pareto (Figura 5.4), com efeito superior
aos valores dos efeitos das varidveis principais. Além da concentracao de H,SOy, a Figura 5.6
também indica os niveis mais elevados de surfactante e acido ascérbico como 6timos.
Entretanto, é necessario considerar a limitacdo operacional, uma vez que estes reagentes,

em concentracdes elevadas, aumentaram a resposta do branco.
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Figura 5.6 - Grafico das médias marginais para os efeitos de interagdo de terceira ordem entre as
variaveis (H,SO, x AA x Triton X-114) na determinag¢do de antimonio. (a) H,SO4 1,0 mol L™ e (b) H,S0,
3,9 mol L'%; (1) Triton X-114 1% (m/v); (Il) Triton X-114 3% (m/v); solucdo de referéncia Sb(lll) 1 mg L™
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O planejamento fatorial indicou também um efeito de curvatura bastante
significativo, apresentado na ANOVA (Tabela 5.3) e que pode ser visualizado no Grafico de
Pareto (Figura 5.4), com o maior valor de significancia dentro do dominio avaliado. Isto é
indicio de que os valores criticos poderdo ser encontrados dentro do dominio experimental
empregando um modelo matematico mais complexo para a otimizagao. Esta informacdo é
confirmada pela indicacdo de falta de ajuste apresentada na mesma Tabela 5.3, e pela

indicacdao de um teste de curvatura de acordo com a Eq. 5.1:

Curvatura = Rgx — Rpc (Eg. 5.1)

onde, Rex se refere a média das respostas obtidas a partir dos experimentos realizados para
o planejamento fatorial e Rpc se refere a média das respostas obtidas para o ponto central. A
analise dos resultados, Rgx = 0,181 e Rpc = 0,382, sugeriu uma curvatura negativa
(-0,201) que indica a existéncia de uma regido maxima de sinal de absorbancia proxima das

condi¢des experimentais do ponto central.

Considerando-se estas informacgdes, optou-se por empregar um planejamento Box-
Behnken como modelo matematico quadratico para a obtencdo de superficies de resposta
gue permitiriam identificar os valores criticos. Este modelo foi aplicado considerando as
varidveis mais significativas indicadas no planejamento fatorial (Triton X-114, Kl e H,SO,4). A
matriz dos ensaios contendo os valores reais e codificados esta apresentada na Tabela 5.4,
com as respostas obtidas experimentalmente. A esse planejamento foram adicionados 2
pontos centrais para a estimativa do erro puro. A concentracdo de acido ascoérbico foi fixada

em 1,0 mol L%, como um compromisso entre a resposta analitica e a magnitude do branco.
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Tabela 5.4 - Matriz experimental para o planejamento Box-Behnken para a otimizacdo do
procedimento

_ H,SO, Kl Triton X-114 ) .
Ensaio 1 4 Sinal analitico*
(mol L) (mol L) (%, m/v)
1 -(0,80) - (4,40) 0(2,10) 0,029
2 +(3,50) - (4,40) 0(2,10) 0,245
3 -(0,80) +(5,50) 0(2,10) 0,028
4 +(3,50) +(5,50) 0(2,10) 0,314
5 -(0,80) 0 (4,90) -(1,10) 0,030
6 +(3,50) 0 (4,90) -(1,10) 0,235
7 -(0,80) 0 (4,90) +(3,10) 0,037
8 +(3,50) 0 (4,90) +(3,10) 0,185
9 0(2,10) — (4,40) -(1,10) 0,213
10 0(2,10) +(5,50) -(1,10) 0,215
11 0(2,10) - (4,40) +(3,10) 0,081
12 0(2,10) +(5,50) +(3,10) 0,086
13 (C) 0(2,10) 0 (4,90) 0(2,10) 0,328
14 (C) 0(2,10) 0 (4,90) 0(2,10) 0,309
15 (C) 0(2,10) 0 (4,90) 0(2,10) 0,304

(-) nivel minimo; (+) nivel maximo; (0) ponto central
*referente a Sb(Il1) 1 mg L, descontadas as respostas do branco

A ANOVA dos resultados (Tabela 5.5) indica um modelo bem ajustado, com alto
coeficiente de correlacdo e baixo valor do erro puro, para um nivel de confianca de 95%
(p=0,05). Os resultados apresentaram valores criticos de maxima resposta para os 3 fatores
estudados dentro do dominio experimental (Tabela 5.6), expressos como valores reais. Estes
valores correspondem as concentrag¢des de H,S04 0,74 mol L'l; Kl 0,38 mol L e Triton X-114
0,05 % (m/v) no interior da seringa (i.e. apds corregdo dos efeitos de dilui¢do). O modelo
matematico que evidencia o compromisso entre as varidveis e a resposta analitica estdo
expressos na Eq. 5.2 em termos de valores codificados (os valores em vermelho representam

os coeficientes das variaveis que foram significativos dentro do sistema).

Sinal analitico = 0,3137 + 0,1069[H,S04] — 0,0933[H,S04]> + 0,0094[KI] — 0,0663[KI]* —
0,0380[Triton X-114] — 0,0986[Triton X-114]> + 0,0175[H,SO4IX[KI]
—0,0143[H,S04]x[Triton X-114] + 0,0008[KI]x[Triton X-114] (Eq. 5.2)
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As superficies de respostas apresentadas na Figura 5.7 evidenciam as regides de
valores criticos para o sistema. Pelo grafico dos valores observados em fun¢ao dos previstos

(5.7-d) pode-se observar o bom ajuste do modelo matemitico selecionado.

Tabela 5.5 - Resultados da ANOVA para o planejamento Box-Behnken apresentado na

Tabela 5.4
Fatores SQ gl MQ F Valor p

[H,SO4] L+Q 0,123542 2 0,061771 385,2668 0,002589
[KI] L+Q 0,016950 2 0,008475 52,8577 0,018567
[Triton X-114] L+Q 0,047436 2 0,023718 147,9304 0,006715
[H,SO,4] x [KI] 0,001225 1 0,001225 7,6403 0,109754
[H,SO4] x [Triton X-114] 0,000812 1 0,000812 5,0660 0,153268
[KI] x [Triton X-114] 0,000002 1 0,000002 0,0140 0,916527
Perda de ajuste 0,009181 3 0,003060 19,0868 0,050194

Erro puro 0,000321 2 0,000160

SQ total 0,188709 14

L = termo linear; Q = termo quadratico; SQ = soma quadratica; gl = graus de liberdade; MQ = média
quadratica; F = teste-F; Valor p = nivel de probabilidade

Tabela 5.6 - Valores criticos obtidos na otimizacdo Box-Behnken

Fator (variavel independente) Valores criticos

H,S0, 2,93 mol L™
Kl 5,03 mol L™
Triton X-114 1,86 % (m/v)
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Figura 5.7 - Superficies de resposta (a) KI x H,SOy; (b) Triton X-114 x H,SO, (c) Triton X-114 x Kl e (d)
valores previstos x observados obtidas com o planejamento Box-Behnken

A concentracdo de H,5S0, 0,74 mol L empregada neste procedimento é semelhante a
usada no procedimento em batelada (0,8 mol L™), mas a concentracio de Triton X-114 foi
8 vezes menor e a de acido ascérbico e Kl foram reduzidas em 35% e 50%, respectivamente.

A concentra¢do de Triton X-114 (0,05%, m/v) é ca. 2,5 vezes maior que a concentracdo

micelar critica (CMC) [149].

Com todos os parametros otimizados, os valores criticos foram tomados como
otimos e a esses foi aplicado um teste de robustez, considerando uma varia¢do de 5%, em
um planejamento fatorial completo para 3 variaveis, com 3 pontos centrais. A matriz do

planejamento contendo os valores reais e codificados sdo apresentados na Tabela 5.7. De
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acordo a andlise de variancia (Tabela 5.8), o sistema otimizado é robusto. Pode-se observar
gue nenhum dos fatores apresentou valor significativo dentro do dominio experimental para
um nivel de confianca de 95%. Esses resultados também podem ser visualizados no grafico
de Pareto (Figura 5.8), que mostra que todos os fatores, assim como os efeitos de interacao

de segunda e terceira ordens, ndo foram significativos.

Tabela 5.7 - Matriz experimental do planejamento fatorial para avaliagdo da robustez do
sistema com 5 % de variagdo

. H,SO, Kl Triton X-114 . .
Ensaio 1 1 Sinal analitico*
(mol L) (mol L) (%, m/v)

1 - (2,76) - (4,75) - (1,80) 0,204

2 +(3,05) -(4,75) -(1,80) 0,241

3 -(2,76) +(5,25) -(1,80) 0,209

4 +(3,05) +(5,25) -(1,80) 0,199

5 -(2,76) - (4,75) +(2,00) 0,213

6 +(3,05) - (4,75) +(2,00) 0,190

7 -(2,76) +(5,25) +(2,00) 0,203

8 +(3,05) +(5,25) +(2,00) 0,204

9(C) 0(2,90) 0 (5,00) 0(1,90) 0,209

10 (C) 0(2,90) 0 (5,00) 0(1,90) 0,202

11 (C) 0(2,90) 0 (5,00) 0(1,90) 0,199

(-) nivel minimo; (+) nivel maximo; (0) ponto central.
*referente a Sb(Ill) 1 mg L™, descontadas as respostas do branco

Tabela 5.8 - ANOVA do planejamento fatorial para avaliacdo da robustez na determinac¢ao
de antimodnio

Fatores sSQ gl MQ F Valor p
Curvatura 0,0000 1 0,0000 0,0023 0,9661
[H,S0,] 0,0001 1 0,0001 4,2721 0,1747
[KI] 0,0000 1 0,0000 0,0190 0,9030
[Triton X-114] 0,0000 1 0,0000 0,3038 0,6369
[H,S0,] x [KI] 0,0000 1 0,0000 0,6835 0, 4953
[H,SO,] x [Triton X-114] 0,0000 1 0,0000 0,9304 0,4365
[KI] x [Triton X-114] 0,0000 1 0,0000 0,1709 0,7194
[H,SO,] x [KI] x [Triton X-114] 0,0002 1 0,0002 6,1519 0,1313

Erro puro 0,0001 2 0,0000

SQ total 0,0004 10

SQ = soma quadratica; gl = graus de liberdade; MQ = média quadratica; F = teste-F; Valor p = nivel de
probabilidade
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[Ho SO, IX[KIx[Triton] 2,480

Efeito estimado

p=0,05

Figura 5.8 - Grafico de Pareto obtido pelo planejamento fatorial para o teste de robustez do

procedimento otimizado (variacdo de 5%) para a determinagdo de antimonio

5.4. Caracteristicas analiticas e aplicagdao do procedimento

O procedimento otimizado apresentou resposta linear entre 5,0 e 50,0 ug Lt

descrita pela equa¢do S = 0,137 + 0,050 Cs, (r = 0,998). Os sinais transientes e a curva

analitica correspondente estdo apresentados na Figura 5.9. A auséncia de efeitos de

membdria e a estabilidade da linha de base evidenciam a eficiéncia da limpeza da seringa e da

cela de fluxo.
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Figura 5.9 - Sinais transientes e curva analitica obtidos com sistema lab-in-syringe para EPN de
antiménio em linha. As condi¢des empregadas foram: AA 1,0 mol L™ (500 pL); amostra (2000 pL);
KI 4,7 mol L (300 pL); H,SO, 2,85 mol L™ (1000 pL); Triton X-114 2,0% (m/v) (100 pL); solugdo
de limpeza: agua. NUmeros sobre os sinais transientes indicam as concentra¢des de antiménio em
g L™

O limite de detecgdo (99,7% de confianga), coeficiente de variagdo (n = 5; 15,0 ug LY
e a frequéncia de amostragem foram estimados em 1,8 ug L%, 1,6 % e 16 determinagdes h,
respectivamente. A absortividade molar aparente foi estimada em 3,1 x 10°L mol*ecmteo
fator de enriquecimento de 25 foi calculado pela razdo das curvas de calibracdo obtidas na

presenca e auséncia de surfactante [70].

O efeito das espécies concomitantes foi avaliado por comparacdo das respostas
analiticas na presenca e auséncia de diversas espécies (Tabela 5.9). Nenhuma das espécies
avaliadas interferiu na determinacdo de antimbnio (variacdo dos sinais < 6%). As
guantidades tolerdveis de Cd(ll), Hg(ll) e Bi(lll) foram 2,5; 6 e 10 vezes maiores do que
observado no procedimento em batelada, provavelmente devido a efeitos cinéticos (i.e. ao
baixo tempo de residéncia empregado no procedimento em fluxo explorando
lab-in-syringe). As quantidades tolerdveis sdo significativamente maiores que as esperadas

em amostras de aguas naturais demonstrando, portanto, a aplicabilidade do procedimento.



133

Além disso, uma vez que as amostras de aguas de rio e chuva ndo apresentaram
quantidades de antimonio mensurdveis, adigdes de 10,0 e 25,0 ug L™ de Sb foram realizadas
e as recuperacoes de antimonio ficaram entre 99 e 110%, demonstrando a auséncia de

efeito de matriz.

Tabela 5.9 - Efeito das espécies concomitantes na determinagdo de antimdnio

Espécies Concentragdo (pg L™) Variagdo do sinal (%)
Solugdo multielementar* 1000 +3,5
cd() 1000 -1,5
Hg(ll) 500 -6,0
Bi(lll) 10 -2,6

*Al(111), As(111), B(111), Ba(ll), Cd(l1), Co(11), Cr(1l1), Cu(ll), Fe(ll), Mn(l1), Mo(I1), Ni(11), Pb(11), V(V) e Zn(Il)

As caracteristicas analiticas do procedimento desenvolvido foram comparadas com
as obtidas em outros procedimentos para a determinacdo de antiménio com EPN
(Tabela 5.10). Esses procedimentos exploraram extracdo em batelada, incluindo o
procedimento desenvolvido por Li et al. [155] que empregou o sistema em fluxo apenas para
separacdo e eluicdo da fase rica. Tais procedimentos empregaram grandes volumes de
amostra (de 6 a 100 mL) como estratégia para diminuir os limites de detec¢do e aumentar os
fatores de enriquecimento [181,188,190,195,196,200]. Como consequéncia, baixa
frequéncia analitica é obtida nos procedimentos em fluxo, o que os diferencia do
procedimento proposto. A mecaniza¢cdo também conferiu maior frequéncia de amostragem

em relacdo aos procedimentos que exploram extracdo em ponto nuvem em batelada.

Tal como discutido no Capitulo 4, o fator de enriquecimento (FE) ndo proporciona
informacdo adequada sobre a eficiéncia do procedimento, uma vez que nao considera o
tempo e o volume gastos na etapa de concentracdo. Alternativamente, pode-se considerar a
eficiéncia de concentracdo (EC) e o indice de consumo (IC). Com base na EC, definida como o
fator de enriqguecimento de um analito em um minuto, pode-se concluir que o procedimento

proposto encontra-se entre os mais eficientes (EC = 6,67 min') dentre aqueles listados na
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Tabela 5.10. O mesmo se reflete no IC, que estima a eficiéncia do consumo da amostra em
procedimentos que empregam pré-concentracdo [70]. Na comparagdo entre os
procedimentos mostrados na Tabela 5.10, observa-se que um dos menores valores (IC = 0,08

mL) foi obtido no procedimento proposto.

O procedimento proposto emprega deteccdo por espectrofotometria de absorcao
molecular, que é uma técnica de custo relativamente baixo, e reagentes comuns em
laboratdrios quimicos. Procedimentos que apresentam menores limites de deteccdo que
aquele alcancado no presente procedimento empregaram técnicas de deteccdo mais
sensiveis (e.g. ETV-ICP-MS e ETV-ICP OES), mas com equipamentos de elevado custo de

manutencao e de operacgao.
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Vale ressaltar que o fator de enriquecimento obtido é um dos maiores encontrados
em relagdo aos procedimentos de EPN em fluxo (Capitulo 4, Tabela 4.4). Outra vantagem
desta proposta é a precisdo elevada devido a mecanizacdo de todas as etapas para a EPN em

fluxo.

O procedimento proposto foi aplicado a determinacdo de antimo6nio em amostras de
medicamento para tratamento da leishmaniose (Tabela 5.11) e 4guas naturais (Tabela 5.12).
Todas as respostas foram concordantes com o procedimento de referéncia que emprega

espectrometria de absorgao atdmica com geragao de hidretos [202], com 95 % de confianga.

Tabela 5.11 - Valores médios e incertezas (n=3) para a determina¢do de antimbénio em
medicamentos para leishmaniose

Sb (mg mL™)*

Amostra Procedimento proposto Procedimento de referéncia [202]
1 262+ 25 291+ 35
2 2735 248 + 17
3 247 +£38 243+11
4 252 +11 241+ 7

*amostras analisadas apds diluicdo de 6x10° vezes

Tabela 5.12 - Valores médios e incertezas (n=3) para a determinacdo de antimbnio em
amostras de dguas naturais

Sb (ug L)*
Amostra Procedimento proposto  Procedimento de referéncia [202]
Rio | 4,3+0,5 4,1+0,3
Rio Il 16,1+0,9 15,3+1,3
Chuva 14+1 13+£2
Poco 15,7+0,3 15+2

* apds adicio de 50ou 15 ug L™
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5.5. Conclusoes

O procedimento desenvolvido resultou da pioneira exploracdo da extracdo em ponto
nuvem em sistema lab-in-syringe e foi eficientemente aplicado a determinagdo de antimonio
em 3aguas naturais e medicamentos para leishmaniose. Este acoplamento apresentou
diversas vantagens em relagdo a outros procedimentos descritos na literatura, como: (i) a
mecanizacdo de todas as etapas de EPN; (ii) a possibilidade de realizar extracdo liquido-
liquido evitando solventes organicos; (iii) facilidade de misturar eficientemente 5 solugdes;
(iv) minimizacdo dos riscos de contaminacdo pela manipulacdo das solucdes e amostras em
sistema fechado e (v) medidas analiticas realizadas diretamente na fase rica, sem requerer
uma etapa de retencdo da FRS e posterior eluicdo com solvente organico. A diluicdo da
solucdo de acido sulfurico durante a etapa de amostragem proporcionou o calor suficiente
para indugdo do ponto nuvem, evitando o emprego de um dispositivo de aquecimento

externo.

Em comparacdo com o procedimento em batelada para a determinacdo de
antimoénio, tanto a seletividade, quanto o aproveitamento da amostra foram
significativamente maiores, com um tempo reduzido de determinag¢do. A otimizacdao do
procedimento empregando modelos multivariados (planejamento fatorial e planejamento
Box-Behnken) foi aplicada com sucesso para identificar os efeitos de intera¢dao, encontrar os

valores criticos dentro do dominio experimental explorado e comprovar a robustez.

Dessa forma, pode-se concluir que o procedimento proposto é rapido, limpo, sensivel
e completamente automatizado sendo adequado para a determinagdo de antimbnio em

analises de rotina, além de atender a legislagdo ambiental [109].
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6. CONCLUSOES FINAIS

Nesta Tese foi demonstrada a versatilidade e potencialidade dos sistemas em fluxo
com multi-impulsdo e lab-in-syringe para a automatizagao de procedimentos de separagao

em fluxo como difusdo gasosa e extracdo em ponto nuvem.

O fluxo pulsado gerado pelas microbombas solenoide favoreceu as condicdes de
mistura e a transferéncia de massa (e calor) melhorando significativamente as caracteristicas
analiticas dos procedimentos desenvolvidos, incrementando a eficiéncia da difusdo gasosa e

da extragdao em ponto nuvem em fluxo.

Um procedimento automatizado com multi-impulsdao rdpido e simples foi
desenvolvido para a determinagdo de cianeto dissocidvel em acidos em amostras de aguas
naturais. O uso das microbombas solenoide combinado com a espectrofotometria de longo
caminho odptico incrementou significativamente a sensibilidade, alcancando os limites
estabelecidos pelos drgdos oficiais (e.g. CONAMA) para a quantificacdo de cianeto em aguas
naturais (classe 1), com reduzida geracdao de efluente (2,6 mL por determinacdo). Pela
primeira vez foi explorada uma cela de longo caminho dptico para descolorimetria. A etapa
de difusdo gasosa melhorou significativamente a seletividade do procedimento, além de
evitar a liberacdo de gases toxicos (HCN), sem contaminacdo para o ambiente e com
protecdo do analista. Um tratamento da amostra com H,0, foi proposto para evitar a

interferéncia de sulfeto.

A automatizacao da extragao em ponto nuvem com os sistemas de multi-impulsao foi
realizada com sucesso sem requerer uma etapa adicional de retencdo e eluicdo da fase rica
em surfactante, diferente dos procedimentos reportados anteriormente. A inovacdo
consistiu em realizar as medidas diretamente na fase rica em surfactante, retida
momentaneamente no caminho dptico. O calor gerado pela neutralizagdo em linha induziu a
formacdo do ponto nuvem evitando o uso de um dispositivo externo de aquecimento. Os
indices de consumo e eficiéncia de concentracdo foram equivalentes ou superiores aos
obtidos em outros procedimentos que exploram pré-concentracdo. O procedimento
proposto é rapido, preciso, eficaz e ambientalmente amigavel por explorar amostras

digeridas com 4cidos diluidos, substituir os solventes organicos por surfactantes, que sdo
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menos agressivos ao ambiente, e pode ser aplicado a determinacdo de ferro em matrizes

relativamente complexas como materiais vegetais digeridos.

A extracdo em ponto nuvem em fluxo foi pela primeira vez empregada na abordagem
inovadora lab-in-syringe para a determinagao de antiménio em aguas e medicamentos para
leishmaniose. A utilizacdo desta técnica apresentou numerosas vantagens como
mecanizagdo das etapas de EPN em batelada, melhores condi¢gdes de mistura das solugdes
dentro da seringa e reduc¢do dos riscos de contaminacdo, com medidas de absorbancia
diretamente sem reten¢ao em filtro ou eluicdo da fase rica. O calor gerado pela diluicdo do
acido sulfurico concentrado evitou o emprego de um dispositivo de aquecimento externo
para gerar o ponto nuvem. Em comparagdo com o método em batelada e outros
procedimentos, esta abordagem é atraente e se destaca em relacdo aos indices de consumo

e de eficiéncia de concentragao.
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